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1. Einleitung 
1.1. Ziele dieser Arbeit 
Brustkrebs ist die häufigste Krebserkrankung bei Frauen und auch verantwortlich für die meisten 
Krebstodesfälle. Eierstockkrebs liegt auf Platz fünf der krebsbedingten Todesursachen bei Frauen. Von 
allen gynäkologischen Malignomen hat Eierstockkrebs noch immer die schlechteste Prognose (1-3). 
Tumorzellen sind durch eine ungeregelte Proliferation und eine gestörte Differenzierung gekennzeichnet. 
Dabei stellen Veränderungen in der Kontrolle des Zellzyklus einen wesentlichen Unterschied zwischen 
gesunden Zellen und Tumorzellen dar. Die in dieser Arbeit untersuchten Moleküle Aurora A, Aurora B, 
Repp86, Cyclin dependent Kinase 1 (CDK1) und Cyclin dependent Kinase 2 (CDK2) sind alle an 
unterschiedlichen Stellen entscheidend für den Fortgang und die Regulation des Zellzyklus verantwortlich. 
In Tumorzellen finden sich gehäuft Mutationen, die wesentliche mitogene Effekten haben können, zu 
einer mangelhaften Antwort auf anti-mitogene Einflüsse führen können und so zur ungeregelten 
Proliferation beitragen (4, 5). Zusätzlich erlangen die meisten Tumoren genetische Instabilität (GIN), die 
zu weiteren Mutationen und chromosomaler Instabilität (CIN) führt (6, 7). Diese Schäden resultieren 
nicht nur in einen Proliferationsvorteil, sondern führen auch zu einer erhöhten Anfälligkeit für weitere 
genetische Abänderungen, die eine weitere Tumorprogression und aggressivere Phenotypen mit sich 
bringen. Diese drei basalen Zellzyklusdefekte – ungeregelte Proliferation, GIN und CIN – werden direkt 
oder indirekt durch Fehlregulation von Zellzyklus-Regulatoren wie Cyclin-Dependent Kinasen, 
Aurorakinasen oder auch Repp86 vermittelt (8-11). Entsprechend wurde für viele Tumoren bereits eine 
erhöhte Expression von Aurorakinasen, Repp86, dem Interaktionspartner der Aurora A, und Cyclin-
Dependent Kinasen nachgewiesen.  
Da Aurorakinasen und Cyclin-Dependent-Kinasen an entscheidenden Positionen im Zellzyklus agieren 
und da Aurora A eine Taxolresistenz vermitteln kann (12), eignen sie sich auch besonders als Ziele einer 
Antikörpertherapie in der Tumorbehandlung. Aurorakinaseinhibitoren und Inhibitoren von Cyclin-
Dependent Kinasen sind bereits in der klinischen Erprobung und könnten auch für Mamma- und 
Ovarialkarzinompatientinnen eine Behandlungsoption darstellen, sofern ihre Zielproteine in Mamma- und 
Ovarialtumoren exprimiert werden.  
Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob eine erhöhte Expression dieser Zellzyklus-
Regulatoren auch in Mamma- oder Ovarialkarzinomen nachweisbar ist. Da Tumoren immer mehr als eine 
heterogene Gruppe angesehen werden, war es interessant, welche Tumoren eine besonders hohe 
Expression zeigen, und ob den Expressionsunterschieden auch eine prognostische Bedeutung zukommt.  
Zusätzlich wurde die Expression von Ki67, einem etablierten Proliferationsmarker, untersucht, um zu 
prüfen, ob diese im Zellzyklus aktiven Proteine ebenfalls mit der Proliferation korrelieren. 
Um sowohl eine Aussage auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene treffen zu können, wurden 
Immunhistochemie und Real-Time PCR (RT-PCR) verwendet. Dabei lagen die RT-PCR-Daten zu Beginn 
 8 
dieser Doktorarbeit bereits vor, sodass im Rahmen dieser Arbeit nur deren Auswertung erfolgte. Für Ki67 
wurden keine RT-PCR-Daten erhoben.  
Die Daten der Immunhistochemie sollten mit denen der RT-PCR verglichen werden, auch um zu prüfen, 
welche Methode zur Charakterisierung eines Tumors besser geeignet ist. 
Alle erhobenen Expressionsdaten wurden mit klinischen Merkmalen der Tumoren, wie ihrem 
Tumorstadium verglichen. Auch eine mögliche Korrelation mit histopathologischen Merkmalen, wie der 
klassischen Tumordifferenzierung, dem Grading, aber auch mit speziellen Merkmalen, wie der 
Hormonrezeptorexpression oder der Her2neu-Überexpression bei Mammakarzinomen, sollten untersucht 
werden. Dabei wurde auch die Expression bezogen auf die intrinsischen Subtypen des Mammakarzinoms 
evaluiert. So sollte untersucht werden, ob Tumoren unterschiedlicher Aggressivität und mit 
unterschiedlichen biologischen Eigenschaften sich auch in Bezug auf die Expression der hier untersuchten 
Proteine und Gene unterscheiden. So könnten die hier erhobenen Daten helfen, Subtypen genauer zu 
bestimmen.  
Um eine Aussage zur Prognose treffen zu können, wurden die Daten zum (rezidivfreien) Überleben der 
Patientinnen mit den hier untersuchten Proteinen und Genen korreliert. 
Folgende Fragen sollten mit dieser Arbeit beantwortet werden: 
1. Wie werden Aurora A und B, CDK1 und CDK2 sowie Repp86 bei Mamma- und Ovarialtumoren 
exprimiert? 
2. Welche Korrelationen ergeben sich zu klinischen und pathologischen Merkmalen beider 
Tumorentitäten? 
3. Welche prognostische Relevanz hat die Expression der Proteine und mRNAs für das rezidivfreie bzw. 
Gesamtüberleben? 
1.2. Das Mammakarzinom 
1.2.1. Epidemiologie 
Brustkrebs ist die häufigste bösartige Neubildung bei Frauen in Deutschland und weltweit. Im Jahr 2000 
erkrankten nach Schätzungen der WHO weltweit über eine Million Frauen an einem Mammakarzinom, 
370.000 Frauen verstarben daran (1). In Deutschland erkrankten im Jahr 2008 etwa 72.000 Frauen neu an 
Brustkrebs (3). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren (1). Bei Frauen macht das 
Mammakarzinom 29% aller Krebsneuerkrankungen aus. Auch bei der Krebssterblichkeit belegt das 
Mammakarzinom mit 18% den ersten Rang (1). Das mittlere Lebenszeitrisiko an Brustkrebs zu erkranken 
beträgt in Deutschland 13,3%, d.h. dass jede achte Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs erkrankt (3). 
Ende 2006 lebten in Deutschland 242.000 Frauen, bei denen innerhalb der letzten fünf Jahre ein 
Mammakarzinom diagnostiziert wurde (5-Jahres-Prävalenz). Die Inzidenz der Brustkrebserkrankung steigt 
seit 1980 an, während die Mortalität seit 1990 sinkt (1, 3, 13). 
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1.2.2. Ätiologie und Risikofaktoren 
Als Risikofaktoren für Brustkrebs gelten eine frühe Menarche, eine späte Menopause, Kinderlosigkeit 
sowie ein höheres Alter bei der ersten Geburt (1, 14). Auch eine Hormonersatztherapie in der Menopause 
gilt als Risikofaktor für die Entwicklung eines Mammakarzinoms. Außerdem belegen Studien einen 
negativen Einfluss von Alkoholkonsum (15), Übergewicht (16, 17), Bewegungsmangel (18, 19) und 
Rauchen (20). Auch Frauen, in deren naher Verwandtschaft Brustkrebserkrankungen aufgetreten sind, 
tragen ein erhöhtes Risiko (1). Eine besondere Rolle kommt dabei den BRCA1- und BRCA2- 
Mutationsträgerinnen zu, deren Lebenszeitrisiko an einem Mammakarzinom zu erkranken bei 75% liegt 
(21).  
Dagegen senken ausgetragene Schwangerschaften in jungen Jahren, längere Stillzeiten sowie regelmäßige 
Bewegung und Sport das Risiko zu erkranken (1, 14). 
1.2.3. Therapie 
Bei der Behandlung von Brustkrebs kommen eine operative Behandlung, Strahlentherapie sowie 
systemisch wirksame Verfahren zum Einsatz. Zu Letzteren zählen Chemotherapie, Hormontherapie sowie 
molekularbiologisch begründete Therapien. 
1.2.4. Prognose 
Brustkrebs wird immer mehr als eine heterogene Erkrankung angesehen. Die Identifikation neuer 
prognostischer Marker ist wichtig, um individuelle Therapieentscheidungen zu treffen und eine Über- 
oder Untertherapie zu vermeiden. Klassische Prognosefaktoren sind die Größe des Primärtumors, die 
Ausbreitung des Tumors in regionäre Lymphknoten und das Vorliegen von Fernmetastasen (1, 22). 
Weitere etablierte Prognosefaktoren sind die Tumordifferenzierung (23), der Hormonrezeptorstatus (24, 
25) und eine Her2neu-Überexpression (26, 27). Die letzten beiden sind zusätzlich Ansatzpunkte für eine 
spezifische Therapie (28-30). Basierend auf Gen-Expressionsstudien wurden unterschiedliche 
Risikogruppen identifiziert (31, 32). Auf immunhistochemischer Ebene werden diese Tumoren am besten 
durch die Untersuchung der Hormonrezeptoren, des Her2neu-Status sowie der Ki67-Expression 
unterschieden (33-35). Gemäß der St. Gallen Konferenz von 2011 sollten Luminal A (ER+ und/ oder 
PR+, Her2neu- und Ki67 niedrig), Luminal B Her2neu negativ (ER+ und/ oder PR+, Ki67 hoch und 
Her2neu-), Luminal B Her2neu positiv (ER+ und/ oder PR+, jedes Ki67 und Her2-neu+), Her2neu-
überexprimierende (ER-, PR-, jedes Ki67, Her2neu+) und Triple-negative Tumoren (ER-,PR-, Her2neu-) 
unterschieden werden (36). Diese Einteilung dient der Einschätzung des Risikos für ein Rezidiv der 
Erkrankung und anhand dessen werden Therapieentscheidungen bezüglich einer (neo)adjuvanten 
Chemotherapie gefällt. 
Über alle Stadien beträgt die 5-Jahres-Überlebensrate in Deutschland derzeit 83-87% (3). 
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1.3. Das Ovarialkarzinom 
1.3.1. Epidemiologie 
Nach Daten des Robert Koch Instituts traten 2008 bei 7.790 Frauen in Deutschland Krebserkrankungen 
der Eierstöcke auf. Damit entfallen 3,5% aller bösartigen Neubildungen und 5,6% aller Krebssterbefälle 
bei Frauen auf diese Entität (3).  
Das Ovarialkarzinom ist eine typische Krebserkrankung des höheren Lebensalters. Dennoch treten etwa 
10% aller malignen Ovarialtumoren bereits bei Frauen unter 45 Jahren auf. Das mittlere Erkrankungsalter 
liegt bei 69 Jahren (3). 
1.3.2. Ätiologie und Risikofaktoren 
Zu den Risikofaktoren an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, zählen wie auch beim Mammakarzinom 
eine frühe Menarche und eine späte Menopause, Kinderlosigkeit und fehlende Stillzeiten. Protektiv wirken 
dagegen hormonelle Ovulationshemmer, die Verwendung eines Intrauterinpessars (IUD), eine 
Tubenligatur, eine späte Menarche, Geburten und Stillen (2, 37). Es wird angenommen, dass die Anzahl 
der Ovulationen der Grund für diesen Einfluss ist, wobei häufigere Ovulationen das Risiko, an einem 
Ovarialkarzinom zu erkranken, erhöhen (37-40). Ein erhöhtes Risiko haben außerdem Frauen mit 
Verwandten ersten Grades, die an Eierstock- oder Brustkrebs erkrankt sind. Ein weiteres Risiko stellen ein 
vorangegangenes Endometrium- oder Kolonkarzinom dar (2). Nur 5-10% aller Ovarialkarzinome sind 
familiär bedingt (41). Hierbei sind Mutationen im BRCA1- oder BRCA2-Gen mit 90% der hereditären 
Karzinome der häufigste Grund. Von den übrigen 10% entfallen die meisten auf das HNPCC-Syndrom 
(Lynch-II-Syndrom) (42). 
1.3.3. Therapie 
Die Therapie des Ovarialkarzinoms besteht vor allem in der chirurgischen Therapie sowie in systemisch 
wirksamen Verfahren. In der Standardtherapie kommen dabei vor allem Chemotherapeutika zum Einsatz. 
Angiogenesehemmer und andere Antikörper befinden sich derzeit in klinischer Erprobung. 
1.3.4. Prognose 
Eierstockkrebs ist noch immer die gynäkologische Krebserkrankung mit der höchsten Mortalität. Die 
wichtigsten prognostischen Faktoren sind das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, der 
postoperativ verbliebene Tumorrest sowie der Allgemeinzustand  und das Alter der Patientin (41, 43). 
Die relativen 5-Jahres-Überlebensraten differieren in den unterschiedlichen Tumorstadien stark. Der 
Median wird derzeit mit 40% angegeben (3). 
1.4. Der Zellzyklus 
Der Zellzyklus beschreibt den Zeitraum zwischen der Entstehung einer Zelle aus einer Mutterzelle und 
ihrer Teilung in zwei Tochterzellen. Der Zellzyklus ist ein sehr komplex regulierter Vorgang. Wie 
Eingangs erwähnt können Fehler in der Regulation des Zellzyklus zur Entstehung von Tumoren 
beitragen.  
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Der Zellzyklus wird in die Interphase, die Phase zwischen zwei Teilungen, die Mitose und die Zytokinese 
unterteilt. Die Interphase selbst kann weiter in die G1-, S- und G2-Phase unterteilt werden. Die G1-Phase 
bezeichnet diejenige Phase nach einer erfolgten Teilung, während der die Zelle ihrer Aufgabe im 
Organismus nachkommt, Proteine synthetisiert und wächst. Ausgehend von der G1-Phase kann die Zelle 
in eine teilungsinaktive G0-Phase eintreten. Sie kann sich weiter ausdifferenzieren oder aber in einen 
neuen Teilungszyklus eintreten. Wichtig an dieser Stelle ist das Protein p27, das sowohl Cycline als auch 
Cyclin dependent Kinasen hemmen kann und so über den Ein- und Austritt in die G0-Phase entscheidet 
(44, 45). 
Am Ende der G1-Phase liegt der G1-Restriktionspunkt, bei dem vor allem äußere Faktoren darüber 
entscheiden, ob eine Zelle in die S-Phase eintreten kann. Hier kann das Protein p53 den Eintritt in die S-
Phase verhindern, wobei Aurora A in die Regulation von p53 eingebunden ist (44, 46). Danach ist die 
Zelle von äußeren Einflüssen weitgehend unabhängig. Genau in dieser Phase des Zellzyklus beginnen E-
Cyclin/CDK2-Komplexe in den Zellzyklus einzugreifen, indem sie das RB-Protein phosphorylieren, das 
seinerseits den Transkriptionsfaktor E2F aus der Bindung entlässt und somit zur Aktivierung etlicher 
Gene führt, die für Proteine kodieren, die für die nun einsetzende S-Phase notwendig sind (44). 
Die S-Phase ist die Synthese-Phase, in der die Zelle ihr Erbgut verdoppelt. In der G2-Phase wächst die 
Zelle weiter und kontrolliert, ob die Erbgutverdopplung korrekt stattgefunden hat. In dieser Phase finden 
auch Reparaturvorgänge am verdoppelten Genom statt. Vor Eintritt in die Mitose liegt der G2/M-
Kontrollpunkt. Dauert die Reparatur zu lange, wird über p53 die Apoptose eingeleitet, indem die 
Aktivierung des B-Cyclin-CDK1-Komplexes verhindert wird. Denn der Übergang von der G2- in die M-
Phase wird wesentlich durch Cyclin-B/CDK1 beeinflusst (44, 45). CDK1 phosphoryliert verschiedene 
Proteine und es kommt zum Zerfall der Kernlamina und zur Reorganisation des Zytoskeletts (47-49). 
Auch Aurora A ist an diesem Kontrollpunkt und seiner Überwindung beteiligt (50). 
Auf die Interphase folgt die Mitose, die wiederum in Pro-, Meta-, Ana- und Telophase unterteilt ist. Die 
gesamte Mitose dauert etwa eine Stunde (44, 45). Während der Prophase werden die Chromosomen 
verdichtet, woran Aurora B beteiligt ist (51-53). Die Zentriolen wandern zu den Spindelpolen. Die 
Kernhülle wird aufgelöst. In der Metaphase bildet sich von den Zentriolen ausgehend der Spindelapparat 
(44). An der Spindelbildung sind Aurora A und Repp86 maßgeblich beteiligt (54-56). Dabei lagern sich 
Spindelmikrotubuli an, bis die Äquatorialebene erreicht ist. Durch die Bewegung der Mikrotubuli werden 
die Chromosomen in die Äquatorialebene gebracht. Beim Spindelkontrollpunkt wird überprüft, ob die 
Chromosomen korrekt verteilt sind. Tubulinpolymere beginnen mit der Teilung der Zentromere. In der 
Anaphase werden die Chromatiden voneinander getrennt, was durch Aurora B vermittelt wird (57). Die 
Chromosomen sammeln sich an den Kernpolen. Als letzte Phase der Mitose folgt die Telophase, bei der 
die Kernhülle wiederhergestellt wird. Die Chromosomen beginnen sich zu entspiralisieren. Die Telophase 
geht fließend in die Zytokinese über. Dabei kommt es unter Mitwirkung von Aktinfilamenten und 
Endoplasmatischem Retikulum für die Membran-Biosynthese durch Ausbildung einer Teilungsfurche zur 
Entstehung von zwei Tochterzellen; ein Prozess, an dem wiederum Aurora B beteiligt ist (44, 45, 58). 
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Abbildung 1.4. Der Zellzyklus (schematisch) mit ausgewählten Funktionen der untersuchten Moleküle. 
Legende: G0= G0-Phase; G1= G1-Phase; S= S-Phase; G2= G2-Phase. 
1.5. Die Aurora-Kinasen 
Säugetiere besitzen mindestens drei Aurorakinasen: Aurora A, B und C (59). Aurora A und B werden in 
somatischen Zellen exprimiert, sind in die Mitose involviert und spielen eine wichtige Rolle in der 
Genom-Stabilität (55). Über Aurorakinase C ist nur wenig bekannt. Sie wird vorwiegend im Hoden 
nachgewiesen (60, 61) und ist während der Spermatogenese und Meiose exprimiert (62). Eine 
Überexpression von Aurora C wird inzwischen mit Zelltransformation und Tumorentstehung in 
Verbindung gebracht (62). Auf Aurora C soll im Weiteren nicht eingegangen werden. 
Die Aurorakinase A ist eine in der Evolution konservierte Serin/Threonin-Kinase (63). Sie ist wichtig für 
die Zentrosomenreifung und -trennung, die Spindel-Anordnung, die Kinetochor-Funktion, die Zytokinese 
und bestimmt mit über den Fortlauf des Zellzyklus (55).  
Die Aurorakinase B ist ebenfalls eine Serin-Threonin-Kinase und wird für die Chromosomenorientierung 
und -kondensation benötigt sowie für die Zytokinese und wirkt an den Kinetochoren (55, 64-66).  
1.5.1 Aurora-Kinase A 
In der frühen Mitose, bevor sich die Spindeln ausbilden, initiieren die sich duplizierenden Zentrosomen 
mehrere Proteine. Dieser Prozess wird als Zentrosomenreifung bezeichnet (67). Sowohl dieser Prozess als 
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auch die Ausbildung einer bipolaren Spindel wird von der Aurora-A-Kinase reguliert. Ist die Funktion von 
Aurora A beeinträchtigt, kommt es zur Ausbildung von abnormalen Mitosespindeln (54, 68, 69). 
Entsprechend erleiden humane Zellen schwere Verzögerungen beim Eintritt in die Mitose, wenn die 
Funktion von Aurora-A gestört ist (70, 71). 
Das Aurora-A Gen (AURKA) ist auf dem Chromosom 20q13.2 lokalisiert, einer Region, die in 
Mammakarzinomen und anderen Tumoren häufig überexprimiert ist (72-74). Möglicherweise spielt dieses 
Gen eine Rolle in Tumor-Entstehung und –Fortschreiten (63). 
Die meisten Normalgewebe, auch Mamma- und Ovargewebe, sind für Aurora A negativ. Sie wurde jedoch 
nachgewiesen im Pankreas, im Hippocampus, im Gastrointestinaltrakt sowie in Tonsillen (63), welche 
deswegen in der Immunhistochemie als Positivkontrollen verwendet wurden. Aurora-A lässt sich in vielen 
Malignomen, so auch in Mamma- oder Ovarialtumoren, nachweisen (63). 
Die Expression und Lokalisation der Aurora-A steht im Einklang mit ihrer Funktion als mitotisch-
zentrosomale Kinase. Während der G1/S-Phase ist sie nur auf niedrigem Niveau exprimiert, aber in der 
G2-Phase steigen die mRNA-Mengen und die Protein-Kinase-Aktivität rapide an und erreichen einen 
Höhepunkt in der frühen Mitose (72, 74, 75). Der Anaphase-vermittelnde-Komplex/Cyclosom (APC/C) 
initiiert den Abbau der Aurora-A über den Ubiquitin-Proteasom-Weg (76). Die Halbwertszeit von Aurora 
A beträgt etwa zwei Stunden (77).  
Aurora A ist zunächst ein nukleäres Protein, das jedoch während der S- und G2-Phase an den 
Zentrosomen akkumuliert (67, 78), und in der Mitose an den Spindelpolen  und Mikrotubuli nachweisbar 
ist (63, 78). Der rasche Umsatz von Aurora-A an diesen Strukturen spricht eher für eine Signalaktivität als 
für eine strukturelle Rolle (78). Da das Zentrosom als wichtige Signalplattform agiert (79), ist Aurora A in 
idealer Position um die mitotischen Ereignisse zu koordinieren (55). 
1.5.1.2. Regulation von Aurora A 
Die Aktivität von Aurora-A wird durch autokatalytische Phosphorylierung an Thr288 im katalytischen 
Zentrum reguliert (72, 76, 80). Daran beteiligt sind weitere Cofaktoren wie Ajuba und Repp86 (70, 81), 
das im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls untersucht wurde.  
Ran-GTP löst das nukleär lokalisierte Repp86 vor Beginn der Mitose aus seinem inhibierenden Komplex 
mit Importin-α. Das freie Repp86 bindet daraufhin an Aurora-A und bringt sie zu den Mikrotubuli der 
Mitosespindel (82). Dort bindet Ajuba die akkumulierenden Aurora-A Moleküle und induziert die 
Autophosphorylierung von Aurora A (67, 83). Dabei wird auch Ajuba, das ebenfalls eine Rolle bei der 
Zentrosomenreifung spielt, durch Aurora A phosphoryliert (70).  
Die Bindung von Repp86 an Aurora-A induziert nicht nur eine aktive Konformation, sondern verhindert 
auch die Dephosphorylierung von Thr288 durch die Protein Phosphatase 1 (PP1) (84). Somit wird 
Aurora-A in ihrer aktiven Form stabilisiert. PP1 kann an Aurora A binden (85) und an Thr 288 
dephosphorylieren (84). Die Autophosphorylation von Aurora A und die Dephosphorylation durch PP1 
konkurrieren miteinander und resultieren in einer wechselseitigen Regulation der Aurora-Kinase-Aktivität 
(85). Mit beteiligt an der Regulation von Aurora sind weitere Proteine, die selbst eine Rolle bei der 
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Zentrosomenreifung spielen. Darunter sind die Polo Kinase 1 (Plk1), die Cyclin dependent kinase 11 
(CDK11) und Hef 1 (86-89). 
Bei DNA-Dopplelstrangbrüchen wird die Aktivität von Aurora A durch Phosphorylation von Checkpoint 
Kinase 1 (CHK1) beim Übergang von der G2 in die M-Phase inhibiert (90). Wahrscheinlich vermittelt 
Aurora A so einen Stopp im Zellzyklus bei DNA-Dopplestrangbrüchen, bis diese durch Reparatur 
behoben sind.  
1.5.1.2. Ziele von Aurora A 
Aurora A reguliert selbst einige für die Zentrosomenreifung wichtige Proteine. Darunter sind LATS2 
(Large Tumor Suppressor Homolog 2), das wiederum Ajuba phosphoryliert, NDEL1 (Nude Nuclear 
Distribution E homolog 1), Zentrosomin und TACC (Transforming acidic coiled-coil containing Protein) 
(55, 70, 83, 91-93). Ein weiteres Substrat von Aurora A ist Kinesin familiy member 11 (KIF11) das an der 
Positionierung der Chromosomen, der Zentrosomen-Trennung und der Bildung einer bipolaren Spindel 
während der Mitose mitwirkt (94-97). Über die Phosphorylierung von CDC25B, das wiederum Cyclin-B1-
CDK1 am Zentrosom aktiviert, kann Aurora A an einer weiteren Stelle den Fortgang des Zellzyklus 
regulieren (98).  
Das BRCA1-Gen kodiert für das Breast cancer type 1 susceptibility protein, ein DNA-Reparaturprotein. 
Trägerinnen mit einer Mutation in diesem Gen haben ein extrem hohes Risiko, im Laufe ihres Lebens an 
einem Mamma- oder Ovarialkarzinom zu erkranken (21, 42). Die Inaktivierung von BRCA1 führt zum 
Verlust des wichtigen G2/M-Kontrollpunkts. Aurora A bindet an und phosphoryliert BRCA1 und 
reguliert so den Übergang von der G2- in die M-Phase (50).  
Aurora-A nimmt auch eine Schlüsselfunktion in der Regulation von p53 ein. Das Protein p53 reagiert auf 
zellulären Stress indem es Gene induziert, die einen Zell-Zyklus Arrest, Apoptose oder DNA-Reparatur 
bewirken. Mutationen von p53 wurden in vielen Tumoren gefunden (63). Aurora A phosphoryliert p53, 
was zur Ubiquitinylierung und damit zum Abbau von p53 führt (46). Eine Überexpression von Aurora A 
führt zum vermehrten Abbau von p53 und könnte so eine onkogene Transformation bewirken. 
1.5.2. Aurora-Kinase B 
Das für Aurora-B kodierende Gen AURKB ist auf Chromosom 17p13.1 lokalisiert (99). 
Wie bei Aurora A sind auch die Proteinmengen von Aurora B Zellzyklus-reguliert. Die Aurora-B Kinase-
Aktivität erreicht ihr Maximum nach dem von Aurora A (72). Der Abbau von Aurora-B geht wie bei 
Aurora A über den APC (Anaphase Promoting complex)-Proteasom-Weg vonstatten (100, 101). 
In Normalgeweben findet sich Aurora-B in einzelnen Zellen, wobei proliferierende Zellen eine stärkere 
Färbung in der Immunhistochemie aufweisen. Auch in den meisten malignen Geweben wurde Aurora B 
nachgewiesen (63). 
Die Aurora-B-Kinase ist während der Prophase zunächst an den Chromosomen lokalisiert. Während der 
Prometaphase und Metaphase konzentriert sie sich auch an den Zentrosomen. In der Anaphase findet sie 
 15 
sich in der zentralen Spindelzone und in der Telophase in der postmitotischen Brücke zwischen den 
Zellen (67, 102, 103).  
Der Verlust der Aurora-B verursacht multiple Defekte in der mitotischen Maschinerie, einschließlich des 
Verlusts der Kinetochor-Bindung an die Mikrotubuli und des Ausstiegs aus der Mitose ohne Anaphase 
oder Zytokinese (57). 
Eine solche Vielzahl von Effekten ist durch die vielen Reaktionswege bedingt, die Aurora B beeinflusst. 
So ist Aurora-B die katalytische Domäne des „Chromosomal Passenger Complex“ CPC. Sie formt 
zusammen mit den Proteinen Survivin, Borealin und INCENP (Inner Centromere Protein) einen 
Komplex. Gemeinsam werden sie häufig als „Chromosome Passenger Proteins“ bezeichnet (67). Aurora 
B selbst wird nach Interaktion mit INCENP durch Autophosphorylierung aktiviert (104-106).  
Ein wichtiger Aspekt in der Funktion von Aurora B ist die Phosphorylierung von Histon H3 an Ser10 und 
Ser28 (51-53, 107). Die Phosphorylierung an Ser10 beginnt in der perizentromeren Region während der 
G2-Phase, setzt sich in der Metaphase über die gesamte Länge des Chromosoms fort (108) und ist 
notwendig für die Initiation der Chromosomenkondensation (109). Östrogen kann im experimentellen 
Design in Ovarfollikelzellen und Brustkrebszellen Aurora B induzieren und via Phosphorylierung von 
Histon H3 zur Zellproliferation führen (110). 
Es wurde in Studien gezeigt, dass die Phosphyorylierung von Histon H3 durch Aurora B ein dynamischer 
Weg ist, um das Heterochromatin Protein 1 (HP1) in der M-Phase von Chromatin zu lösen (111, 112). 
HP1 ist ein Protein, das sich in der Interphase mit Histon H3 assoziiert und eine Rolle in der 
Chromatinarchitektur spielt. Die Wichtigkeit von Aurora B für die Chromosomenkondensation lässt sich 
damit bekräftigen, dass Zellen mit funktionell fehlerhafter Aurora B nicht in der Lage sind, Chromosomen 
zu kondensieren (113, 114). 
Auch das Centromere Protein A (CENP A) wird von Aurora B phosphoryliert (115). CENP A hat eine 
ähnliche Struktur wie Histon H3 und ist notwendig für die Zentromerfunktion und 
Chromosomenkondensation (116). 
Zudem reguliert Aurora B die Aktivität und Lokalisation des Mitotic Centromer-associated Kinesin 
(MCAK) am Zentromer und Kinetochor (117, 118). MCAK ist ein Kin-I Kinesin, das Mikrotubuli 
depolymerisieren kann. Es wird angenommen, dass Aurora B eine korrekte Biorientierung der 
Chromosomen gewährleistet, indem sie  MCAK dazu bringt, inkorrekt orientierte Kinetochor Mikrotubuli 
zu depolymerisieren (118, 119). 
Ein weiteres Substrat von Aurora B ist Vimentin, ein wichtiges Strukturprotein der Zelle, das unter 
anderem in die Formung der Teilungsfurche involviert ist (58). 
1.5.3. Aurora Kinasen und Tumoren 
Aurora A und Aurora B sind in Tumoren oft überexprimiert oder mutiert (120-122). Sie wurden mit der 
Entstehung von Tumoren und deren Fortschreiten in Verbindung gebracht (72, 103). Ihre 
Überexpression konnte für etliche Tumoren nachgewiesen werden, so für Mamma- und Ovarialtumoren, 
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aber auch für Tumoren von Colon, Prostata, Pankreas, Leber, Haut, Magen, Oesophagus, Endometrium, 
Cervix uteri, Blase und Schilddrüse (121, 122). 
Die Inhibition von Aurorakinasen führt im Xenograft-Model zur Tumorregression (123). 
Aurorakinaseinhibitoren sind derzeit in klinischer Erprobung. 
AURKA-Polymorphismen sind mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung von Mammakarzinomen 
assoziiert (124, 125). Für AURKB-Polymorphismen wurde ebenso ein erhöhtes Risiko für die 
Entwicklung von Brustkrebs nachgewiesen (126). 
Haibe-Kains et al. schlagen nach einer Untersuchung eines Kollektivs von über 5700 Mammakarzinomen 
sogar vor, die Unterscheidung der molekularen Subtypen mit Hilfe von drei Genen durchzuführen: Dem 
Östrogenrezeptor-Gen, dem Her2-Gen und AURKA. Denn AURKA hat in dieser Arbeit eine starke 
prognostische Bedeutung (127). 
Eine Überexpression von Aurora A führt zum Überwinden des Spindel-Kontrollpunkts und resultiert in 
Taxolresistenz (12), was Tumorzellen einen erheblichen Proliferationsvorteil verschafft. Im Mausmodell 
bei Zhang et al. führt die Überexpression zwar zur fehlerhaften Mitose. Allerdings kommt es nicht zur 
Entstehung von Tumoren, was nahelegt, dass Aurora A allein keine onkogene Transformation bewirken 
kann (128). Eine andere Forschungsgruppe zeigt dagegen, dass eine Überexpression von Aurora A zur 
Transformation von Zelllinien führt, die dann im Mausmodell als Tumor wachsen können (72). 
Außerdem wurde gezeigt, dass die ektope Expression von Aurora-A zu Zentrosomen-Vervielfältigung, 
Aneuploidie und Chromosomaler Instabilität führt (12, 74, 129).  
Ma und Weimer et al. behandelten platinresistente Ovarialkarzinomzelllinien mit dem Aurorakinase-
Inhibitor AZD1152, der vor allem Aurora B inhibiert. Dabei konnte einen Vorteil der Behandlung durch 
die Kombination aus Platin und AZD1152 gezeigt werden (130).  
1.6. Repp86 
Das Gen, das für das 86kDa schwere Repp86 kodiert, liegt auf Chromosom 20q11.21 (63, 131). Repp86 
wird während der S-, G2- und M-Phase exprimiert (131). 
In Normalgewebe findet sich Repp86 in Drüsen- und Plattenepithelien, im Knochenmark und in 
Lymphknoten. Repp86 wird in den meisten Malignomen exprimiert oder sogar überexprimiert, so auch in 
Mamma- und Ovarialkarzinomen (9, 63, 132). Eine Überexpression von Repp86 korreliert hochgradig mit 
chromosomaler Instabilität (11). Eine komplette genetische Ablation von Repp86 führt zu defekter 
Mikrotubuliformation und Spindelanomalien (56). Eine Repp86 Haploinsuffizienz führt zu Aneuploidien 
in vitro und in vivo. Es führt außerdem zu einer kürzeren Lebensspanne wegen sich entwickelnder 
Tumoren, was suggeriert, dass die Überwachung der Spindelintegrität durch Repp86 genetische Instabilität 
in vivo verhindert (56). 
In intakten Zellen kontrolliert Ran den nukleocytoplasmatischen Transport und fördert die Polymerisation 
und Stabilität der Mikrotubuli (133). Ran-GTP reguliert die Spindelbidung, indem es zu Beginn der Mitose 
die Freilassung der Spindelbildungsproteine aus ihrer Verbindung mit nukleären Import-Faktoren 
veranlasst (134-136). So wird auch Repp86 reguliert: Es ist während der Interphase nukleär lokalisiert, aber 
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sobald es durch Ran-GTP freigelassen wird, bindet es an die Mikrotubuli und Zentrosomen (134, 137). 
Der Abbau von Repp86 wird, wie auch bei den Aurorakinasen, über den APC-Proteasom-Weg vermittelt 
(101). 
Repp86 wird benötigt, um Aurora A zu den Mikrotubuli der Mitosespindel zu bringen (82), und steuert 
ihre Kinase-Aktivität während der Mitose (81, 138).  
Repp86 reguliert neben Aurora A weitere Proteine, die in die Spindelbildung eingebunden sind. Darunter 
ist die auch von Aurora A regulierte KIF11 (139) sowie Hklp2, das auch mit Ki67 interagiert (140, 141). 
1.7. Ki67 
Ki67 wurde als etablierter Zellproliferationsmarker für diese Arbeit ausgewählt. Es wurde erstmalig von 
Gerdes et al. in Kiel (daher auch der Name Ki67) als nukleäres Protein identifiziert (142), nachdem der 
korrespondierende Antikörper zuvor von der selben Gruppe beschrieben wurde (143).  
Dass Ki67 lediglich in proliferierenden Zellen während der Zellteilung, nicht aber in ruhenden Zellen der 
G0-Phase nachweisbar ist, generierte großes Interesse an seiner potentiellen Rolle als Proliferationsmarker 
(144, 145). Die Eignung von Ki67 als Proliferationsmarker wurde durch Vergleiche mit etablierten 
Proliferationstests überprüft: Für Ki67 wurde eine Korrelation mit der S-Phase-Fraktion, gemessen durch 
Flow-Zytometrie (146-152), eine Korrelation mit dem mitotischen Index (148, 149, 153-155) sowie eine 
Korrelation mit der in-vivo-Aufnahme von Bromdesoxyuridin (153, 156-158) nachgewiesen.  
Das Ki67 Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 10 (10q25) (159) und kodiert für das 359 kDa 
schwere Protein „Antigen Ki-67“ (63). 
Die Halbwertszeit von Ki67 wird mit 60 bis 90 Minuten angenommen (160, 161).  
Die zelluläre Lokalisation von Ki67 während des Zellzyklus ist nicht homogen. Während der frühen G1-
Phase wird in der Regel eine schwache Färbung von kleineren Foki im Karyoplasma gefunden (162). Es 
kondensiert zunehmend in der späten G1-Phase zu größeren perinukleären Granula (163, 164). Während 
der S- und G2-Phase wird Ki67 hauptsächlich in Assoziation mit Heterochromatin sowie der nukleolären 
Region gefunden. Wenn die nukleäre Membran sich in der frühen Mitose auflöst, zeigt Ki67 eine intensive 
Expression assoziiert mit der Oberfläche der kondensierten Chromosomen im Zytoplasma. Diese 
Intensität verschwindet rapide in der Ana- und Telophase (165).  
Trotz intensiver Forschung ist vergleichsweise wenig bekannt über die Funktion von Ki67. Es wurde 
gezeigt, dass Ki67 via Serin und Threonin phosphoryliert wird (161). Zudem scheint Ki67 eine wichtige 
Rolle in der Zellteilung zu haben, denn die Zellproliferation wird gestoppt durch Inhibition seiner 
Dephosphorylierung (161) oder durch Injektion von blockierenden Antikörpern (163). 
Der für diese Arbeit verwendete Antikörper MIB-1 ist bei in Paraffin eingebetteten Geweben anwendbar 
(166) und wird auch in der Routine zur Ermittlung der Proliferation in Tumorgeweben eingesetzt. Als 
Proliferationsindex werden MIB-1 positive Zellen in 100 Tumorzellen angegeben, wobei ein hoher Index 
ein schnelles Wachstum anzeigt (167). 
Entsprechend seiner Eigenschaft als Proliferationsmarker ist Ki67 in Geweben abhängig von deren 
Proliferation nachweisbar. Einige hochproliferative Gewebe, wie das Knochenmark, die Lymphknoten-, 
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Tonsillen- und die Drüsengewebe von Rektum und Duodenum sowie das Epithel der Vagina, zeigen 
physiologisch eine erhöhte Expression (63). In malignen Tumoren, auch in Mamma- und Ovarialtumoren, 
ist die Ki67 Expression dagegen häufig deutlich erhöht (63). 
Wie oben erwähnt ist Ki67 momentan der von der St. Gallen Konferenz als entscheidend erachtete 
Marker, um zwischen Luminal A und Luminal B Tumoren zu unterscheiden (36). Damit hängt an diesem 
einen Marker häufig die Entscheidung über die weitere Therapie. 
1.8. CDK1 
CDK1 und CDK2 sind Cyclin-Dependent-Kinasen und ebenfalls Serin-Threonin-Kinasen. Zusammen 
mit ihren regulierenden Cyclin-Untereinheiten spielen sie eine entscheidende Rolle im Zellzyklus (168).  
Das Gen, das für CDK1 kodiert, liegt auf Chromosom 10q21.2 (63). CDK1 ist die katalytische 
Untereinheit des Maturation Promoting Factor (MPF, bestehend aus CDK1 und CyclinB), der essentiell 
für die G1/S- und G2/M- Phasen Transition des eukaryoten Zellzyklus ist (169).  
Als subzelluläre Lokalisation wird vor allem das Zytoplasma aber auch der Nukleus angegeben. In 
Normalgewebe findet sich CDK1 in einzelnen Zellen in proliferierenden Geweben. Für normales 
Mamma- und Ovargewebe wurde allenfalls eine schwache Anfärbung beschrieben (63). Dagegen wird 
CDK1 in den meisten Malignomen stark exprimiert, so auch in Mamma- und Ovarialkarzinomen (63). 
1.8.1. Regulation von CDK1 
CDK1 ist während des ganzen Zellzyklus über vorhanden, aber ihre Aktivität wird subtil durch Protein-
Protein-Interaktionen reguliert (170).  
Cyclin-Dependent-Kinasen haben eine zweilappige Struktur. Das Reaktionszentrum ist mit der C-Helix 
des kleinen Läppchens blockiert (171). Die Bindung eines Cyclins verändert die Konformation, ist aber 
nicht ausreichend für die vollständige Aktivierung der CDK (95). Die Phosphorylierung des T-Lobus, 
welcher die CDK aktiviert, wird durch eine CDK-aktivierende-Kinase (CAK) durchgeführt (172, 173). 
Dabei sind Cyclin A und Cyclin B die Interaktionspartner von CDK1 (169). Die Kinase-Aktivität von 
CDK1 wird u.a. reguliert durch Cyclin-Akkumulation und -Abbau während des Zellzyklus (63).  
Noch vor der Hauptwelle der Cyclin-B1-CDK1 Aktivierung erscheint der Cyclin-B1-CDK1-Komplex 
während der Prophase am Zentrosom (174, 175). Diese initiale Aktivierung scheint für den Eintritt in die 
Mitose wichtig zu sein (176). Für die Lokalisation von Cyclin-B1-CDK1 während der Zentrosomenreifung 
wird Aurora-A benötigt (70, 71). Eine positive Rückkopplung zwischen Aurora-A und Cyclin-B1-CDK1 
involviert die Aktivierung der Protein Phosphatase 1 (PP1) durch Cyclin-B1-Cdk1 am Zentrosom (71, 85). 
Schäden in der DNA führen zur Inhibition der CDK1 durch die Wee-1- und Myt1-Kinase (95). 
1.8.2. Ziele von CDK1 
CDK1 phosphoryliert über 70 Substrate um den Zellzyklus zu koordinieren (177). So wird der Cyclin-B1-
CDK1-Komplex in der späten Prophase aktiviert und beeinflusst die Mitose, indem er durch 
Phosphorylierung von Lamininen die Auflösung der Kernlamina bewirkt (47, 55). CDK1 phosphoryliert 
auch Mikrotubuli-assoziierte Proteine und Kinesin-verwandte Motorproteine, die für den Aufbau der 
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mitotischen Spindel notwendig sind (48, 49). Ein weiteres Substrat der CDK1 sind Condensine, welche 
die Chromosomenkondensation kontrollieren (178, 179). Der Beginn der Kondensation der 
Chromosomen in der G2-Phase benötigt die Aktivität von Cyclin-A-CDK1. Die weitere Kondensation 
hängt von Cyclin-B1-CDK1 ab (55). 
CDK1 beeinflusst zusätzlich den Anaphase-Promoting-Complex (APC). Der APC hat einen direkten 
Einfluss auf den Zellzyklus, indem er Cycline, Aurora A und B sowie andere Proteine abbaut (101, 180).  
Zudem sind sowohl CDK1 als auch CDK2 in der Lage BRCA2 zu phosphorylieren und so seine 
Interaktion mit Rad51 zu modulieren (181). Diese Interaktion stimuliert wiederum die DNA-Reparatur 
während der S-Phase und G2-Phase, sofern notwendig. 
1.9. CDK2 
Die Cyclin dependent Kinase 2 wurde als Interphase CDK für diese Arbeit ausgewählt. Das CDK2-Gen 
liegt auf Chromosom 12 q13.2 (63). Die CDK2 ist ein Mitglied der Serin/Threonin Protein Kinase 
Familie. Sie ist eine katalytische Untereinheit des Cyclin dependent Protein Kinase Komplexes, der 
essentiell für den G1-S-Phase-Übergang im Zellzyklus ist. Dieser Komplex enthält die regulatorischen 
Untereinheiten Cyclin A oder E sowie die CDK-Inhibitoren p21 und p27. Die CDK2-Menge bleibt 
während des Zellzyklus relativ konstant. Allerdings wird ihre Aktivität durch Cyclin A, Cyclin E, CDK 
aktivierende Kinase (CAK), CDK inhibierende Kinasen und CDK-Inhibitoren wie p21 und p27 reguliert 
(170). 
Ein Teil der Zellen des lymphatischen Gewebes, Plattenepithelien und Drüsenzellen des 
Gastrointestinaltrakts zeigen eine starke nukleäre Färbung für CDK2, teilweise kombiniert mit gefärbtem 
Zytoplasma. Die meisten anderen normalen Gewebe sind negativ oder zeigen eine schwache nukleäre und 
cytoplasmatische Positivität für CDK2. Auch normales Mamma- und Ovarialgewebe sind als negativ für 
CDK2 beschrieben. Für Mamma- und Ovarialkarzinome wird eine mäßige bis schwache Färbung 
beschrieben (63). 
Für somatische Zellen scheint CDK2 überflüssig, da sich CDK2-Knockoutmäuse, abgesehen von 
kleineren Verzögerungen im Zellzyklus und der Unfähigkeit sich fortzupflanzen, normal entwickeln (182, 
183). 
CDK2 kann die Zellalterung durch das Onkogen Myc unterdrücken (184). 
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2. Material und Methoden 
2.1. Untersuchungsgut 
Für die vorliegende Arbeit wurden 93 Gewebeproben von Ovarialtumoren aus dem Zeitraum von 1996 
bis 2004 untersucht. Zusätzlich wurden insgesamt 76 Mamma-Gewebeproben aus den Jahren 2000, 2001 
und 2006 verwendet. 
Für die Real-Time-PCR wurden von den OP-Präparaten jeweils kleine Gewebeproben eingefroren. Für 
die Immunhistochemie wurden Gewebeproben aus dem Archiv des Institutes für Pathologie der 
Universität Kiel verwendet. Es wurden formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Präparate verwendet. Von 
allen Präparaten lagen außerdem bereits befundete Routinefärbungen  mit Hämatoxylin-Eosin vor. 
Die Formalinfixierung und Paraffineinbettung des Operationspräparates sowie die anschließende 
histologische Diagnosestellung am Präparat, die Bestimmung des pathologischen Tumor- und 
Lymphknotenstatus nach TNM-Klassifikation, die routinemäßige Bestimmung des histologischen 
Östrogen- und Progesteronrezeptorstatus für die Mammakarzinome nach dem Immunreaktiven Score 
(IRS) (185, 186) sowie die Bestimmung des Her2-neu Status erfolgte durch das Institut für Allgemeine 
Pathologie und Pathologische Anatomie im Universitätsklinikum Kiel. In Fällen mit einer mittleren 
Färbeintensität für Her2neu (Score 2+) wurde zusätzlich eine Chromogen-in-situ-Hybridisierung (CISH) 
durchgeführt (187, 188). 
Teile des Ovarialkollektivs waren auf TMAs (Tissue Micro Arrays) zusammengestellt.  
Die retrospektiv erhobenen klinischen Daten sowie das Überleben der Patientinnen wurde den 
Krankenakten der Universitäts-Frauenklinik Kiel entnommen. 
Alle Daten wurden nach den Datenschutzrichtlinien vertraulich behandelt und die Patientinnen waren mit 
der wissenschaftlichen Nutzung des Gewebes einverstanden. 
Folgende Merkmale wurden für alle Patientinnen mit Mammakarzinom erhoben: Geburtsdatum, OP-
Datum, Histologie, Tumorstadium nach TNM, Nodalstatus, Grading, Hormonrezeptorstatus, Her2neu-
Status, Rezidivstatus und Überlebensstatus.  
Folgende Merkmale wurden für alle Patientinnen mit Ovarialkarzinom oder Borderlinetumor erhoben: 
Geburtsdatum, OP-Datum, Histologie, Tumorstadium nach FIGO, postoperative Chemotherapie und 
Ansprechen darauf, Rezidivstatus und Überlebensstatus. 
Keine der Patientinnen hat eine neoadjuvante Chemotherapie erhalten.  
Für die Patientinnen mit benigner Histologie wurden keine weiteren Daten erhoben. 
2.2. Real-Time PCR 
Die Real-Time PCR ermöglicht die Amplifikation und Quantifizierung einer spezifischen 
Nukleinsäuresequenz durch Detektion des PCR-Produktes in Echtzeit. Die Amplifikation des PCR-
Produktes kann entweder durch Floureszenz-markierte, Sequenz-spezifische Sonden oder mittels eines 
fluoreszierenden Farbstoffs, in dieser Arbeit SYBR-Green® (Life Technologies, Darmstadt), gemessen 
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werden. Dabei nimmt die Fluoreszenz mit steigender Menge an PCR-Produkten zu. Der 
Amplifikationszyklus, bei dem die interpolierte, lineare Log-Phase der PCR-Vervielfältigung die Null-Linie 
kreuzt, ist der Crossing Threshold Wert (CT-Wert), der zur weiteren Berechnung herangezogen wird. 
Der Vorteil eines fluoreszierenden Farbstoffes besteht in der generell sensibleren Datenerhebung auch bei 
geringen PCR-Produktmengen. Zudem müssen keine Fluoreszenz-markierten Sonden speziell für jedes zu 
untersuchende Gen hergestellt werden. 
Der interkalierende Farbstoff SYBR Green® bindet an doppelsträngige DNA-Moleküle. Dabei kommt es 
zu einem messbaren Anstieg der Fluoreszenz. In Lösung dagegen fluoresziert der Farbstoff nur gering. 
Die Fluoreszenz-Emission steigt mit jedem PCR-Zyklus, da immer mehr doppelsträngige PCR-Produkte 
anfallen, an die der Farbstoff binden kann. Der genaue Interaktionsmechanismus zwischen SYBR 
Green® und DNA ist dabei unbekannt. 
Der Nachteil dieser Methode ist, dass auch unspezifische PCR-Produkte, v.a. Primer-Dimere, zu einem 
Anstieg der Fluoreszenz führen. Daher wurden nach abgeschlossener PCR Schmelzkurvenanalysen 
durchgeführt, wobei unspezifische Bindungen durch ihren niedrigeren Schmelzpunkt identifiziert werden 
können. 
2.2.1. Gewinnung von RNA (RNA-Extraktion) 
Alle folgenden Schritte wurden von den Mitarbeitern des onkologischen Labors der Frauenklinik gemäß 
den unten stehenden Angaben durchgeführt. 
Zunächst wurde mithilfe des RNeasy mini Kits von QIAgen (Hilden, Deutschland) die Gesamt-RNA aus 
gefrorenem Gewebe gewonnen. Hierzu wurden 30 mg gefrorenes Gewebe mit 600µl RLT-Puffer (im 
RNeasy mini Kit enthalten) und 6µl β-Mercaptoethanol in ein Lysing-Matrix Röhrchen gegeben und die 
Probe im Homogenisator zerkleinert. Die Röhrchen wurden für drei Minuten zentrifugiert und der 
Überstand vorsichtig abpipettiert. Danach wurden die Proben mit dem RNeasy mini Kit nach Angaben 
des Herstellers weiterverarbeitet. 
Anschließend wurde der Gehalt an Gesamt-RNA gemessen, um die gewünschte Menge an RNA 
weiterverwenden zu können. Dafür wurden 2µl der Probe mit 98µl RNase-freiem Wasser in ein neues 
Röhrchen gegeben. Konzentration und Reinheit der gewonnenen RNA wurden am UV-Spektrometer der 
Firma Pharmacia bei einer Wellenlänge von 260 / 280 nm gemessen. Die restliche RNA wurde bei -80°C 
bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
2.2.2. Umschreiben in cDNA (Synthese der cDNA) 
Für die vorliegende Arbeit wurde eine zweischrittige Methode verwendet, d.h. die gewonnenen RNA 
wurde für die eigentliche PCR mittels reverser Transkription zunächst in cDNA umgeschrieben. Dabei 
wird zur vorhandenen RNA ein DNA-Hybridstrang gebildet und die RNA abgebaut. Hierzu wurden 500 
ng der gewonnenen RNA mit dem Quantitect Reverse Transcription Kit der Firma QIAgen nach 
Angaben des Herstellers weiterverarbeitet. Zur Inkubation wurde jeweils der Peltier Thermal Cycler 
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(Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf) verwendet. Bis zur weiteren Verwendung wurde die gewonnene 
cDNA bei -20°C gelagert. 
2.2.3. Durchführung der RT-PCR und Schmelzkurvenanalyse 
Die PCR wurde mit dem Quanti-Tect-SYBR-Green-PCR-Kit der Firma QIAgen (Hilden, Deutschland) 
durchgeführt. Hierzu wurde eine 96-well-PCR-Platte für iCycler (Biorad, München) mit 2µl cDNA, 12,5 
µl SYBR Green PCR Master Mix, 8µl RNase-freiem Wasser und den genspezifischen Primern befüllt 
(siehe Tabelle 2.2.3.). Ein Probenplatz wurde jeweils als Negativkontrolle mit Wasser und ein Platz mit 
genomischer DNA befüllt.  
Die PCR wurde, gemäß den Angaben im Quanti-Tect-SYBR-Green-Kit, mit einer 15-minütigen 
Aktivierungsphase bei 95°C begonnen. Anschließend folgten für alle QIAgen-Primer 40 PCR-Zyklen mit 
jeweils 15 Sekunden Denaturierung bei 94°C, 30 Sekunden Annealing bei 55°C und 30 Sekunden 
Elongation bei 72°C. In der anschließenden Schmelzkurvenanalyse wurden beginnend bei 55°C 80 Zyklen 
mit einer Erhitzung um je 0,5°C pro Zyklus durchgeführt. Für die PCR von 28S-rRNA wurden die 
Annealing-Temperatur bei 59°C gewählt und entsprechend auch die Schmelzkurvenanalyse bei 59°C 
gestartet. Anschließend folgten 72 Zyklen mit einer Erhöhung der Temperatur um 0,5°C je Zyklus bis auf 
95°C. Zeigten sich in einer Schmelzkurvenanalyse Primer-Dimere, so wurden die Daten der 
entsprechenden PCR verworfen. 
Für jedes Gewebe wurden o.g. Schritte (RNA-Gewinnung, Umschreiben in cDNA und RT-PCR) 
mindestens zweimal durchgeführt um Fehler zu minimieren. 
Untersuchte mRNA Verwendeter Primer 
Aurora A QuantiTect Primer Assay Hs_STK6_1_SG  
Catalog No QT00038213 von Qiagen, Germantown, USA 
Aurora B QuantiTect Primer Assay Hs_AURKB_1_SG  
Catalog No QT00067403 von Qiuagen, Germantown, USA 
TPX2 QuantiTect Primer Assay Hs_TPX2_1_SG  
Cataog No QT00029169 von Quiagen, Germantown, USA 
CDK1 QuantiTect Primer Assay Hs_CDC2_1_SG  
Catalog No QT00042672 von Qiagen, Germantown, USA 
CDK2 QuantiTect Primer Assay Hs_CDK2_1SG  
Catalog No QT00005586 von Qiagen, Germantown, USA 
28S-rRNA 28SrRNA-sense 5’-AAC CAT CTA GTA GCT GGT TC-3’ 
28SrRNA-antisense 5’-ATA GGT TGA GAT CGT TTC GG-3’ von 
Metabion, Martinsried, Deutschland 
Tabelle 2.2.3. Verwendete Primer 
2.2.4. Auswertung der Real-Time PCR-Daten 
Der CT-Wert beschreibt denjenigen PCR-Zyklus, in dem das Floureszenzsignal erstmals oberhalb eines 
vorab festgelegten Schwellenwertes liegt. Umso mehr mRNA von dem untersuchten Gen exprimiert wird, 
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umso schneller wird dieser Schwellenwert erreicht, umso kleiner ist also der entsprechende CT-Wert. Um 
die Effizienz der PCR zur berücksichtigen wurden Standardkurven mit unterschiedlichen Verdünnungen 
erstellt und die CT-Werte entsprechend korrigiert.  
Neben den zu untersuchenden Genen wurde ebenfalls für 28S-rRNA ein CT-Wert ermittelt. Es handelt 
sich hierbei um ribosomale RNA, die gemeinsam mit den Proteinen des Ribosoms an der 
Proteinbiosynthese beteiligt ist und nicht für ein bestimmtes Protein kodiert (sog. non-coding-gene). 28S-
rRNA wurde für diese Arbeit als Referenzgen (auch Housekeeping-Gene) ausgewählt. Um die 
normalisierte Menge der Ziel-DNA zu berechnen, wurden die Mittelwerte der erhobenen CT-Werte 
gegenüber dem gemittelten CT-Wert von 28S-rRNA normalisiert.  
2.3. Immunhistochemie 
Immunhistochemische Verfahren haben bei der Untersuchung von Geweben zunehmende Bedeutung 
erlangt und gehören heute bei zahlreichen histopathologischen Fragestellungen zum Standard. Das 
Prinzip der immunhistochemischen Färbung besteht in der Bindung eines Antikörpers (AK) an das für 
ihn spezifische Antigen (AG). Im Gewebe vorhandene antigene Determinanten können mit spezifischen 
Primärantikörpern reagieren, an die wiederum enzymgekoppelte (für die vorliegende Arbeit die 
Meerrettichperoxidase) Sekundärantikörper binden können. Die dabei entstehenden AG-AK-Komplexe 
können Lichtmikroskopisch sichtbar gemacht werden. Dafür werden Chromogene, die von 
entsprechenden Enzymen katalysiert werden, eingesetzt.  
2.3.1. Bestimmung der Färbeparameter und Kontrollen 
Sofern keine standardisierte Methode der immunhistochemischen Anfärbung der gesuchten Antigene 
beschrieben war, wurden zunächst im Rahmen von Vorversuchen die wichtigsten Färbeparameter 
aufeinander abgestimmt. Hierzu zählten die Auswahl des primären AK selbst, die Stärke seiner 
Verdünnung und die Dauer seiner Inkubationszeit. Außerdem wurde eine optimale Antigen-
Wiederherstellung (AG-Retrieval) ermittelt sowie eine geeignete Detektionsmethode. Im Rahmen der 
Etablierung der immunhistochemischen Färbemethoden wurden Positivkontrollen an Geweben 
durchgeführt, die das Antigen ebenfalls enthalten. Hierfür wurden Tonsillen aus dem Bestand des 
Universitätsklinikums Kiel verwendet. Bei jeder Färbung wurden Substitutionskontrollen als 
Negativkontrollen mitgeführt. Bei den Negativkontrollen kamen die Präparate nicht mit dem spezifischen 
AK, sondern mit dem Verdünnungsmedium des primären AK zur Inkubation.  
2.3.2. Zusammensetzung der Puffer 
Für die folgenden Schritte wurden verschiedene Puffer verwendet. Die entsprechenden Inhaltsstoffe und 
pH-Werte sind in der Tabelle 2.3.2. aufgeführt. Alle Puffer wurden auf die unten aufgeführte Menge mit 
Aqua dest. aufgefüllt und auf den jeweiligen pH-Wert adjustiert. 
 
 
 24 
Puffer Inhaltsstoffe Menge pH-Wert  
Citrat Puffer 6,3 g Citrat (Merck, Darmstadt) 3 l 6,0 
TBS-Puffer 
(Waschpuffer) 
83,6 g NaCl (Walter GmbH, Kiel), 12 g 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Merck, Darmstadt), 11 
ml 25% HCl (Merck, Darmstadt) 
10 l 7,4 
TEC-Puffer 2,5 g TrisBASE (Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Merck, 
Darmstadt), 5 g EDTA (Merck, Darmstadt) 
10 l 7,8 
Tris-EDTA-Puffer 
mit Tween 
12,1 g TrisBASE, 3,7 g EDTA, 3,2 g Tri-Natrium-Citrat 
(Merck, Darmstadt), 5 ml Tween 20 (Polysorbat 20, Merck, 
Darmstadt) 
10 l 9,0 
Tabelle 2.3.2. Verwendete Puffer mit Inhaltsstoffen und pH-Wert. 
2.3.3. Herstellung von Paraffin-Schnitten 
Zur Herstellung der Schnittpräparate wurden von den gekühlten Präparat- und Arrayblöcken an einem 
Mikrotom (Reichert und Jung, Nussloch) 2-3 µm dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden zunächst 
in ein Wasserbad bei Raumtemperatur gebracht und dann in ein auf 38°C erwärmtes Wasserbad 
überführt. Nach Ausdehnung und Glättung der Schnitte wurden diese auf Objektträger (Superfrost ®, 
Menzel, Braunschweig) aufgezogen. Die Trocknung der Schnitte erfolgte über Nacht in einem 
Brutschrank (Memmert GmbH und CoKG, Schwabsch) bei 37°C. 
2.3.4. Vorbereitende Schritte zur Immunhistochemie 
Zur Vorbereitung für die Immunhistochemischen Arbeitsschritte mussten die Paraffinschnitte zur 
Entfernung des Paraffins für 20 Minuten in Xylol (Walter GmbH, Kiel) eingebracht und anschließend in 
einer absteigenden Alkoholreihe (3x100%, 2x96%, 2x70% Ethanol (Merck, Darmstadt) für jeweils 2 
Minuten) rehydriert werden. Nach Abschluss der letzten Stufe wurden die Präparate in frischen 
Waschpuffer überführt. Um eine Austrocknung zu verhindern, wurden die Schnittpräparate zwischen den 
folgenden Schritten stets in Waschpuffer aufbewahrt. 
Formalin-induziert kommt es zu einer Veränderung vieler Epitopstrukturen  in den Präparaten durch die 
Bildung chemischer Quervernetzungen. Diese können unter Verwendung eines geeigneten Puffers durch 
Hitzeeinwirkung wieder aufgebrochen werden (HIER = heat induced epitope retrieval). Dieser Begriff 
bezeichnet den Prozess der Wiederherstellung der Immunreaktivität eines Antigens.  
Hierbei wurden die Schnittpräparate in einem Liter des entsprechenden Puffers (siehe Tabelle 3.4.) für 20 
min bei 900 Watt in der Mikrowelle (Modell R-332, Sharp Electronics, Hamburg) erhitzt. Nach einer 
Abkühlungsphase von 20 min Dauer wurden die Schnittpräparate unter langsam fließendem 
Leitungswasser in 5 min bis auf Raumtemperatur abgekühlt. Anschließend wurden die Präparate dreimal 
für je eine Minute mit frischem Waschpuffer gewaschen. 
Nach den vorbereitenden Schritten erfolgte die Blockierung der Endogenen Peroxidase mit DAKO 
Cytomation Endogene Peroxidase Blocking Reagent für 30 Minuten in der feuchten Kammer bei 
Raumtemperatur. Danach wurden die Präparate wiederum drei mal eine Minute lang mit frischem 
Waschpuffer gewaschen. 
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Zur Minderung von unspezifischen Bindungsreaktionen der Primärantikörper an freien reaktiven 
Gewebsantigenen erfolgte, wenn nötig, eine Inkubation mit einem verdünnten Serum. Zu den 
verwendeten Seren, deren Verdünnung und Inkubationszeiten siehe Tabelle 2.3. Die Seren wurden 
anschließend nicht abgewaschen, sondern lediglich abgegossen, bevor der Primäre AK aufgebracht wurde. 
Alternativ wurde, bei Verwendung des ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kits der zugehörige Protein-Block 
verwendet, der nach 5 min wieder mit Waschpuffer abgewaschen wurde. 
2.3.5. Primäre Antikörper 
Zur Anwendung kommen polyklonale und monoklonale AK verschiedener Spezies oder 
Zellkulturüberstände. Die Paraffinschnitte wurden mit dem jeweiligen Primärantikörper in der feuchten 
Kammer inkubiert. Zu den verwendeten primären Antikörpern, ihrer Inkubationszeit, der 
Inkubationstemperatur und der jeweiligen Verdünnung siehe Tabelle 2.3. Danach wurden die Präparate 
wiederum drei mal eine Minute mit frischem Waschpuffer gewaschen. 
2.3.6. Sekundäre Antikörper 
HRP-Methode (EnVision) 
HRP steht für Horseradish-Peroxidase (Meerrettichperoxidase) und wird aus der Wurzel der 
Meerrettichpflanze gewonnen. HRP besitzt eine Eisenhaltige Häm-Gruppe als aktives Zentrum und hat 
die Fähigkeit in Anwesenheit eines Elektronen-Donors einen lichtmikroskopisch sichtbar braunen, 
unlöslichen Komplex zu bilden. Bei der HRP-Methode bindet der Primärantikörper an einen HRP-
gekoppelten (konjugierten) Sekundärantikörper. Als Chromogen wurde 3’3-Diaminobenzidin (DAB) 
eingesetzt. 
Das Aufbringen des Sekundärantikörpers erfolgte nach Inkubation mit dem unkonjugierten primären AK 
und anschließender Waschung in TBS. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten. Nach weiteren 
Waschungen in TBS folgte die Entwicklung mit DAB für 1-10 min bis zu einer sichtbaren Braunfärbung 
der Positivkontrolle (DAB+Chromogen X 50, Dako, Glostrup, Dänemark). Die Reaktion wurde mit 
Leitungswasser gestoppt. 
HRP-Methode (Zymed) 
Bei Verwendung des ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kits wurden die Präparate zur Verstärkung des 
Signals nach dem primären Antikörper mit dem im Kit enthaltene PostBlock-Reagenz für 20 min 
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde das HRP-Polymer, in dem Sekundärantikörper mit 
mehreren Molekülen Meerrettich-Peroxidase kovalent verbunden sind, aufgetragen und die Präparate für 
30 min damit inkubiert. Die Entwicklung erfolgte wie oben beschrieben wieder mit DAB. Dabei wurde 
eine noch größere Verstärkung des Signals erreicht als mit dem EnVision-Kit. 
2.3.7. Gegenfärbung und Eindeckeln 
Nach Abschluss der immunhistochemischen Färbung wurden die Präparate mit Leitungswasser gespült 
und zur sichtbaren Darstellung des umliegenden Gewebes einer Gegenfärbung mit Mayers saurem 
Hämalaun (Roth, Karlsruhe) für 10 min unterzogen. Eine 30-minütige Spülung mit Leitungswasser zum 
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Nachbläuen schloss sich an. In einer aufsteigenden Alkoholreihe (2x70%, 2x96%, 3x100% Ethanol für 
jeweils 2 Minuten) wurden die Präparate zügig dehydriert und anschließend wieder in ein Xylolbad 
eingebracht. Zur Einbettung wurden die Präparate mit LEIKA-Eindeckmedium betropft und dann mit 
einem Eindeckgläschen (Menzel, Braunschweig) luftfrei verschlossen. Zuletzt erfolgte die Aushärtung des 
Eindeckmediums für mindestens zwei Stunden unter dem Abzug. 
Antigen HIER Hintergrund 
Block 
Primärer 
Antikörper 
Verdünnung in 
DAKO Cytomation 
Antibody Diluent  
Inkubations-
zeit und         
-temperatur 
Detektions-
system 
Aurora A TEC pH7,8 Goat Serum 
(Dako, 
Glostrup, 
Dänemark)10
% in TBS 
Rabbit Monoclonal 
IgG 
Anti Human 
Clone ID: EP1008Y 
Epitomics Catalog#: 
1800-1 
1:500 30 Minuten bei 
Zimmer-
temperatur 
EnVision 
(Dako, 
Glostrup, 
Dänemark) 
Aurora B TEC pH7,8 keine Polyclonal Rabbit 
Anti Human 
Lot No. ICH-00003-
1 
Bethyl Laboratories 
Catalog No. ICH-
00003 
1:250 Über Nacht 
bei 4°C 
Envision 
Repp86 Citrat pH6 Goat Serum 
20% in TBS 
Cell Culture 
Supernatant from 
the Department of 
Pathology, 
Schleswig-Holstein 
University Hospitals, 
Kiel 
Clone: 04.11.04 
Unverdünnt 30 Minuten bei 
Zimmer-
temperatur 
Envision 
Ki67 TEC pH 7,8 keine Monoclonal Mouse 
Anti-Human 
Clone MIB-1 
DAKO Code No. 
M7240 
18.12.02 
1:50 30 Minuten bei 
Zimmer-
temperatur 
Envision 
CDK1 TEC pH7,8 Protein Block 
(Zytomed 
systems, 
Berlin), 5 
Minuten 
Rabbit monoclonal 
IgG 
Anti Human 
Clone ID: YE324 
Epitomics Lot#: 
YC062102 
1:50 Über Nacht 
bei 4°C 
ZytoChem-
Plus HRP 
Polymer-Kit 
(Zytomed 
systems, 
Berlin) 
CDK2 Tris-EDTA 
mit Tween 
pH9,0 
Protein Block, 
5 Minuten 
Mouse Monoclonal 
Anti Human, Mouse, 
Rat 
Clone: 2B6 
Lot No. ab2363 
1:25 30 Minuten bei 
Zimmer-
temperatur 
ZytoChem-
Plus HRP 
Polymer-Kit 
Tabelle 2.3. Verwendete Antikörper, Retrieval, Verdünnungen und Inkubationszeiten. 
2.3.8. Mikroskopische Auswertung 
Die immunhistochemischen Färbungen wurden ohne Kenntnis der klinischen Daten ausgewertet. Eine 
stichprobenartige Kontrolle der Ergebnisse erfolgte unabhängig durch Herrn Prof. Dr. Wolfram Klapper 
(Leiter der Sektion Hämatopathologie im Institut für Pathologie der Universität Kiel). Die 
Übereinstimmung der Auszählungen konnte statistisch nachgewiesen werden. 
Die Bewertung der Schnittpräparate wurde mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Diastar Nr. 26595, Reichert) 
in 400-facher Vergrößerung durchgeführt. Bei einer positiven Farbreaktion stellten sich die Zellkerne bzw. 
das Zytoplasma braun da. Sie ließen sich deutlich von negativen Zellen und Stroma abgrenzen. Eine 
Negativität bewies sich durch eine Blaufärbung.  
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Mit Hilfe eines Zellzählgerätes konnte der Anteil der Zellen mit einer positiven Kernreaktion ermittelt 
werden. Als positiv wurden nur Zellkerne gewertet deren Kernfärbung eindeutig war und den gesamten 
Kern umfasste. So wurden pro Objektträger 500, bzw. pro Punkt auf dem Tissue-Mikro-Array (TMA) 400 
Zellen, ausgezählt und davon der prozentuale Anteil der für das Antigen positiven Zellen ermittelt. Die 
Intensität der Anfärbung wurde bei der Auswertung nicht berücksichtigt. 
Unten findet sich eine exemplarische Auswahl an immunhistochemischen Färbungen, die für diese 
Doktorarbeit verwendet wurden. 
              
Abbildung 2.3.a. Immunhistochemische Färbung von Aurora A an Ovarialkarzinomen. Deutlich sind die 
eingefärbten Mitosefiguren im linken Bild zu erkennen. 
 
              
Abbildung 2.3.b. Immunhistochemische Färbung von Aurora B an Ovarialkarzinomen. In beiden Bildern sind 
deutlich eingefärbte Mitosefiguren zu sehen. 
 
              
Abbildung 2.3.c. Immunhistochemische Färbung von Repp86 an Ovarialkarzinomen. Im rechten Bild lässt sich gut 
die angefärbte Mitosespindel erkennen. 
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Abbildung 2.3.d. Immunhistochemische Färbung von CDK 1 an Mammakarzinomen. 
 
              
Abbildung 2.3.e  Immunhistochemische Färbung von CDK2 beim Ovarialkarzinom (links) und Ki67 beim 
Mammakarzinom (rechts). 
2.4. Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 
Version 20. Für die Korrelationen der einzelnen Marker untereinander wurde der Pearsons-
Korrelationskoeffizient ermittelt. Um zu ermitteln, ob sich die Expression in benignem Mammagewebe 
und Mammakarzinomen unterscheidet, wurde der Mann-Whitney-U-Test für unabhägige Stichproben 
angewendet. Für die Unterscheidung zwischen benignem Ovarialtumor, Borderlinetumor und 
Ovarialkarzinom wurde der Kruskall-Wallis-Test für unabhängige Stichproben verwendet. Um die 
Verbindung einzelner Marker mit dem Grading, der Tumorgröße, dem FIGO-Stadium oder dem 
Hormonrezeptorstatus darzustellen, wurde der Jonckheere-Terpstra-Test nach geordneten Alternativen 
bei unabhängigen Stichproben angewendet. Ein möglicher Zusammenhang mit dem Nodalstatus 
(Mammakarzinome), der Her2neu-Expression (Mammakarzinome) oder dem Ansprechen auf 
platinhaltige Chemotherapie (Ovarialkarzinome) wurde ebenfalls mit dem Mann-Whitney-U-Test 
untersucht. Die Ergebnisse für das Überleben der Patientinnen wurden mit der Kaplan-Meyer Methode 
für die univariate Überlebensanalyse ermittelt. Mit dem Logranktest wurden die verschiedenen 
Überlebenskurven verglichen. Eine Signifikanz wurde für p-Werte <0,05 angenommen. p-Werte von 
>0,05 bis <0,10 wurden im Sinne eines Trends interpretiert. Für die Darstellung von Unterschieden in 
einzelnen Gruppen wurden Balkendiagramme verwendet. Für die Darstellung der Überlebensanalysen 
wurden Kaplan-Meyer-Kurven verwendet. 
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3. Ergebnisse 
Ziel dieser Arbeit war zunächst die Evaluation der Protein- und mRNA-Expressionen von Aurora A, 
Aurora B, Repp86, Ki67, CDK1 und CDK2 in einem Kollektiv aus Mammakarzinomgeweben und einem 
Vergleichskollektiv benigner Mammaproben. Die gleichen Untersuchungen wurden auch an einem 
Kollektiv von Ovarialmalignom-, Borderlintumor- und benignen Ovarialtumorgeweben durchgeführt. 
Es erfolgte eine Korrelation der immunhistochemischen sowie der Real-Time-PCR-Daten mit klinisch 
pathologischen Parametern sowie dem Gesamtüberleben (Ovarkollektiv) bzw. dem rezidivfreien 
Überleben (Mammakollektiv) um die Frage einer möglichen diagnostischen oder prognostischen 
Bedeutung der untersuchten Marker zu klären. 
3.1. Ergebnisse Mammakollektiv 
3.1.1. Altersverteilung und Vorbehandlung im Mammakollektiv 
Als Zeitpunkt der Diagnosestellung wurde das Datum der primären OP festgesetzt. Das mediane Alter 
aller Patientinnen bei Diagnosestellung betrug 54 Jahre. Die jüngste Patientin war 31 Jahre alt, die älteste 
77Jahre. 
Keine der Patientinnen hat eine medikamentöse Vorbehandlung erhalten. 
3.1.2. Tumorstadium, Nodalstatus und Fernmetastasen 
Das gesamte Mammakollektiv umfasste 76 Patientinnen, davon 22 (28,9%) mit benigner und 54 (71,1%) 
mit maligner Histologie. Zum genauen Tumorstadium siehe Tabelle 3.1.2. Bezüglich des Nodalstatus 
wurde erfasst, ob tumorbefallene Lymphknoten vorlagen oder nicht. Der genaue Nodalstatus wurde für 
die weiteren Untersuchungen nicht verwendet. Im hier vorliegenden Kollektiv waren 12 (22,2%) 
Patientinnen nodal-positiv und 34 (63%) nodal-negativ. Von 8 (14,8%) Patientinnen fehlten Angaben zum 
Nodalstatus. Eine Patientin hatte zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits ossäre Metastasen. Die 
Daten gingen in die weitere Auswertung ein, allerdings wurde die Patientin von Überlebensanalysen 
ausgeschlossen. 
Tumorgröße gemäß TNM Anzahl Prozentualer Anteil 
Benigne 22 28,9% 
T1a 1 1,3 
T1b 6 7,9% 
T1c 23 30,3% 
T2 17 22,4% 
T2m 2 2,6% 
T3 1 1,3% 
Unbkanntes T 4 5,3% 
Gesamt 76 100% 
Tabelle 3.1.2. Tumorstadium „T“ des Mammakollektivs 
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3.1.3. Histologische Zusammensetzung des Kollektivs 
Die größte Gruppe der malignen Tumoren bildeten die invasiv-ductalen Tumoren mit N=47 (61,8% aller 
Proben bzw. 87% der malignen Tumoren). Die zweitgrößte Gruppe waren die invasiv-lobuläen Tumoren 
mit N=6 (7,9% aller Proben bzw. 11,1% der malignen Tumoren). Ein maligner Tumor wurde nicht 
genauer differenziert (1,3% aller Proben bzw. 1,9% der malignen Tumoren). Die restlichen 22 
Gewebeproben waren benigner Natur (28,9%). Histologisch lagen dem fibrös zystische Mastopathien 
(N=11, 14,5%), einfache Hyperplasien ohne Atypien (N=3, 3,9%), Fibroadenome (N=2, 2,9%), ein 
Milchgangspapillom (N=1, 1,3%), eine sklerosierende Adenose (N=1, 1,3%) oder altersentsprechendes 
Mammagewebe (N=4, 5,3%) zu Grunde. 
3.1.4. Einteilung des Kollektivs nach dem Grading 
Das Mammakollektiv wurde nach dem Tumorgrading nach Elston und Ellis eingeteilt. Bei den 22 (28,9%) 
benignen Gewebeproben entfiel diese Einteilung. Acht (10,5% aller Proben) Tumorproben wurden als gut 
differenziert (G1), die Mehrzahl mit 30 (39,5% aller Proben) Proben war mäßiggradig differenziert (G2) 
und 15 (19,7% aller Proben) wurden als schlecht differenziert eingestuft (G3). Für ein Karzinom (1,3% 
aller Proben) fehlte die Angabe zum Grading. 
3.1.5. Hormonrezeptorstatus der Mammakarzinome 
Für die Mammakarzinome wurde der Östrogen- und Progesteronrezeptorstatus nach dem 
Immunreaktiven Score nach Remmele und Stegner (IRS) erfasst. Zum detaillierten Hormonrezeptorstatus 
siehe Tabelle 3.1.5. 
IRS 
Hormonrezeptor 
ER Anzahl  ER 
prozentualer 
Anteil 
PR Anzahl PR prozentualer 
Anteil 
0 4 7,4% 8 14,8% 
1 3 5,6% 4 7,4% 
2 2 3,7% 7 13% 
3 0 0% 1 1,9% 
4 0 0% 4 7,4% 
6 8 14,8% 12 22,2% 
8 7 13% 1 1,9% 
9 1 1,9% 4 7,4% 
12 22 40,7% 6 11,1% 
Fehlend 7 13% 7 13% 
Gesamt 54 100% 54 100% 
Tabelle 3.1.5. Hormonrezeptorstatus der Mammakarzinome 
3.1.6. Her2neu-Status der Mammakarzinome 
Die Mammakarzinome wurden hinsichtlich einer Her2neu-Überexpression untersucht. Als „Her2neu-
positiv“ galten Tumoren mit dem Score 3+ in der Immunhistochemie oder mit dem Score 2+, bei denen 
in der CISH-Analyse eine Überexpression des Her2neu-Gens nachgewiesen wurde. Von den 54 
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Mammakarzinomen waren 6 (11,1% der malignen Tumoren) Her2neu-positiv und 43 (79,6% der 
malignen Tumoren) Her2neu-negativ. Für 5 (9,3% der malignen Tumoren) Karzinome fehlten die 
Angaben. 
3.1.7. Einteilung der Mammakarzinome nach den intrinsischen Subtypen 
Wie oben erwähnt wurde von der St. Gallen Konferenz eine Einteilung der Mammakarzinome in 
intrinsische Subtypen empfohlen. Dabei werden Luminal A (Hormonrezeptor positiv, Her2neu negativ, 
Ki67<14%), Luminal B (Hormonrezeptor positiv, Her 2 neu negativ, Ki67>14%), Luminal B Her2neu 
positiv (Hormonrezeptor positiv, Her2neu positiv), Her2neu überexprimierende (Hormonrezeptor 
negativ, Her2neu positiv) und Triple negative Tumoren (Hormonrezeptor negativ, Her2neu negativ) 
unterschieden.  
Intrinsischer Subtyp Anzahl Prozentualer Anteil 
Luminal A 8 14,8% 
Luminal B 25 46,3% 
Luminal B Her2neu positiv 5 9,3% 
Her2neu überexprimierend 1 1% 
Triple negativ 6 6% 
Fehlend 9 16,7% 
Gesamt 54 100% 
Tabelle 3.1.7. Intrinsischer Subtyp der Mammakarzinome. 
3.1.8.1. Immunhistochemische Expression in benignem Mammagewebe 
Insgesamt zeigte sich in den benignen Mammageweben nur eine schwache Expression der untersuchten 
Proteine. Für alle Proben wird der prozentuale Anteil der für den untersuchten Marker positiven Zellen 
angegeben. Die Anzahl, Mediane, Mittelwerte, Standardabweichung sowie die minimale und die maximale 
Expression sind in Tabelle 3.1.8.1. aufgelistet. 
Protein Anzahl Mittelwert Median Standardabw. Min. Max. 
Aurora A  22 0,31 0 0,44 0 1,0 
Aurora B 22 0,99 0,50 1,47 0 5,0 
Repp86 21 0,29 0,50 0,30 0 0,8 
Ki67 22 1,59 0,50 2,94 0 13,8 
CDK1 22 2,64 1,50 2,90 0 9,0 
CDK2 20 0,80 0,50 1,11 0 4,0 
Tabelle 3.1.8.1. Immunhistochemische Expression von Aurora A, Aurora B, Repp86, Ki67, CDC2 und CDK2 in 
benignem Mammagewebe. Die Mittelwerte, Mediane, Standardabweichung, Minimum und Maximum sind in 
Prozent positiver Tumorzellen angegeben. 
3.1.8.2. Immunhistochemische Expression in Mammakarzinomen 
In den Karzinomen zeigte sich eine höhere Expression als im benignen Gewebe. Für alle Proben wird der 
prozentuale Anteil der für den untersuchten Marker positiven Zellen angegeben. Die Anzahl der 
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untersuchten Proben, Mediane, Mittelwerte, Standardabweichung sowie die minimale und die maximale 
Expression sind in Tabelle 3.1.8.2. aufgelistet. 
Protein Anzahl Mittelwert Median Standardabw. Min. Max. 
Aurora A  50 17,59 14,30 14,82 0,8 54,4 
Aurora B 50 13,58 13,50 9,78 1,4 38,3 
Repp86 49 13,24 13,24 9,80 0,4 36,4 
Ki67 48 31,42 31,42 19,93 3,2 69,0 
CDK1 41 33,24 33,24 18,43 4,0 75,0 
CDK2 41 29,80 29,80 15,57 0,5 89,0 
Tabelle 3.1.8.2. Immunhistochemische Expression von Aurora A, Aurora B, Repp86, Ki67, CDK1 und CDK2 in 
Mammakarzinomen. Die Mittelwerte, Mediane, Standardabweichung, Minimum und Maximum sind in Prozent 
positiver Tumorzellen angegeben. 
3.1.9.1. mRNA in benignem Mammagewebe 
Für alle Proben wird die gegen 28s-rRNA normalisierte Menge der Ziel DNA angegeben. Die Anzahl der 
untersuchten Proben, Mediane, Mittelwerte, Standardabweichung sowie die minimale und die maximale 
Expression sind in Tabelle 3.1.9.1. aufgelistet. 
Marker Anzahl Mittelw. Median Stand. Minim. Maxim. 
Aurora A 2 0,4939 0,4939 0,0057 0,4899 0,4980 
Aurora B 2 0,5163 0,5163 0,0002 0,5162 0,5165 
Repp86 2 0,4657 0,4657 0,0137 0,4561 0,4754 
CDK1 2 0,5169 0,5169 0,0242 0,4997 0,5340 
CDK2 2 0,5572 0,5572 0,0050 0,5537 0,5607 
Tabelle 3.1.9.1. mRNA in benignem Mammagewebe. Angegeben ist für Mittelwert, Median, Standardabweichung, 
Minimum und Maximum jeweils die normalisierte Menge der Ziel-DNA. 
3.1.9.2. mRNA in Mammakarzinomen 
Für alle Proben wird die gegen 28s-rRNA normalisierte Menge der Ziel DNA angegeben. Die Anzahl der 
untersuchten Proben, Mediane, Mittelwerte, Standardabweichung sowie die minimale und die maximale 
Expression sind in Tabelle 3.1.9.2. aufgelistet. 
Marker Anzahl Mittelw. Median Stand. Minim. Maxim. 
Aurora A 40 0,5270 0,5154 0,0548 0,3866 0,7093 
Aurora B 40 0,5561 0,5439 0,0564 0,4422 0,7420 
Repp86 40 0,5671 0,5662 0,0573 0,4220 0,7197 
CDK1 40 0,5740 0,5642 0,0601 0,4283 0,7358 
CDK2 40 0,5449 0,5348 0,0566 0,3991 0,7108 
Tabelle 3.1.9.2. mRNA in Mammakarzinomen. Angegeben ist für Mittelwert, Median, Standardabweichung, 
Minimum und Maximum jeweils die normalisierte Menge der Ziel-DNA. 
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3.1.10.1. Korrelation der Proteinexpressionen untereinander 
Bei der Korrelationsanalyse der einzelnen immunhistochemischen Marker untereinander ergab sich, dass 
alle signifikant miteinander korrelieren. Die Korrelationskoeffezienten nach Pearson sowie die der 
Korrelationsanalyse zugehörigen p-Werte sind in Tabelle 3.1.10.1. aufgelistet. 
Pearsons 
K./ p-Wert 
Aurora A  Aurora B Repp86 Ki67 CDK1 CDK2 
Aurora A  - 0,925 0,914 0,861 0,733 0,808 
Aurora B p<0,001 - 0,966 0,909 0,785 0,866 
Repp86 p<0,001 p<0,001 - 0,940 0,773 0,838 
Ki67 p<0,001 p<0,001 p<0,001 - 0,710 0,801 
CDK1 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 - 0,796 
CDK2 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 - 
Tabelle 3.1.10.1. Korrelation der Proteinexpressionen untereinander. Dabei ist in der rechten oberen Hälfte jeweils 
der Pearsons-Korrelationskoeffizient (fett gedruckt) und in der linken unteren Hälfte der zugehörige p-Wert 
angegeben. 
3.1.10.2. Korrelation der mRNA-Mengen untereinander 
Die Korrelation der einzelnen Real-Time-PCR-Ergebnisse untereinander ergab, dass alle mRNA-Mengen 
untereinander korrelieren. Die genauen Korrelationskoefizienten und die dazugehörigen p-Werte sind in 
Tabelle 3.1.10.2. aufgelistet. 
Pearsons 
K./ p-Wert 
Aurora A Aurora B Repp86 CDK1 CDK2 
Aurora A - 0,951 0,823 0,918 0,920 
Aurora B <0,001 - 0,850 0,939 0,856 
Repp86 <0,001 <0,001 - 0,870 0,697 
CDK1 <0,001 <0,001 <0,001 - 0,838 
CDK2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 - 
Tabelle 3.1.10.2. Korrelation der mRNA-Mengen untereinander. Dabei ist in der rechten oberen Hälfte jeweils der 
Pearsons-Korrelationskoeffizient (fett gedruckt) und in der linken unteren Hälfte der zugehörige p-Wert angegeben. 
3.1.10.3. Korrelation der Proteinexpressionen mit den mRNA-Mengen 
Die Korrelation der Real-Time-PCR-Ergebnisse mit den immunhistochemischen Expressionen ergab nur 
in einem Fall eine signifikante Korrelation. Und selbst hierbei sprach der Korrelationskoeffizient nicht für 
einen sehr engen Zusammenhang der untersuchten Variablen. 
3.1.11. Unterscheidung von benignem Mammagewebe und Mammakarzinom 
Mit dem Mann-Whitney-U-Test wurde ermittelt, ob sich die Proteinxpression in benignem und malignem 
Mammagewebe unterscheidet. Hierbei ergab sich, dass alle untersuchten Proteine (Aurora A, Aurora B, 
Repp86, Ki67, CDC2 und CDK2) in Karzinomgewebe höher exprimiert sind als in benignem 
Mammagewebe (p<0,001).  
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Bei den Real-Time-PCR-Daten ergab sich, dass Repp86 in benignem Gewebe signifikant höher exprimiert 
ist als in Karzinomgewebe. Für CDK1 ergab sich ein Trend, dass auch dort eine höhere Expression in 
Karzinomgewebe vorlag (p=0,098). Für alle anderen Marker ergab sich keine unterschiedliche Expression: 
Aurora A (p=0,231), Aurora B (p=0,149) und CDK2 (p=0,771). 
3.1.12. Korrelation mit dem Grading des Mammakollektivs 
Die statistische Auswertung ergab, dass alle untersuchten Proteine (Aurora A, Aurora B, Repp86, Ki67, 
CDK1 und CDK2) stark mit dem Tumorgrading korrelieren (p<0,001). Abbildung 3.1.12. zeigt die 
Expression der einzelnen Marker aufgeteilt nach dem Grading. 
Für die Real-Time-PCR-Daten konnte eine solche Korrelation nicht gezeigt werden: Aurora A (p=0,277), 
Aurora B (p=0,107), Repp86 (p=0,288), CDK1 (p=0,783), CDK2 (p=0,326). 
 
 
p<0,001 
p<0,001 p<0,001 
p<0,001 
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Abbildung 3.1.12. Proteinexpression (Immunhistochemie) in Bezug auf das Grading bei Mammakarzinomen. Auf 
der Y-Achse ist jeweils der Mittelwert des untersuchten Proteins in Prozent abgebildet, Auf der X-Achse die 
Unterteilung der Karzinome je nach Grading. Die Fehlerbalken zeigen das 95%-Konfidenzintervall. Bei unendlichem 
Ergebnis wurden die Fehlerbalken entfernt.  
3.1.13. Korrelation mit der Tumorgröße 
Um die Korrelation mit dem Tumorstadium zu ermitteln, wurden die Stadien T1a-T1c unter „T1“, sowie 
T2 und T2m unter „T2“ zusammengefasst. Bei der Analyse ergab sich, dass die Expression der 
untersuchten Proteine (Aurora A (p=0,224), Aurora B (p=0,253), Repp86 (p=0,253), Ki67 (p=0,328), 
CDK1 (p=0,501) und CDK2 (p=0,432)) nicht mit dem Tumorstadium korrelierte. Bei der gleichen 
Korrelationsanalyse mit den Real-Time-Daten ergab sich ein Trend dafür, dass ein höheres Tumorstadium 
mit einer höheren Expression von Repp86 einhergeht (p=0,060). Für die anderen Marker (Aurora A 
(p=0,448), Aurora B (p=0,200), CDK1 (p=0,108) und CDK2 (p=0,377)) ergab sich keine Korrelation mit 
der Tumorgröße. 
3.1.14. Korrelation mit dem Nodalstatus 
Um die Korrelation mit dem Nodalstatus zu untersuchen wurden die Mammakarzinome in nodalpositiv 
und nodalnegativ unterteilt. Bei der Analyse zeigte sich eine signifikant höhere Expression von Aurora A 
(p=0,048) und CDK1 (p=0,049) in nodalpositiven Tumoren. Es fand sich ebenso ein Trend, dass auch die 
Expression von Repp86 (p=0,065) in nodalpositiven Tumoren höher ist. Für Aurora B (p=0,151), Ki67 
(p=0,221) und CDK2 (p=0,285) ließ sich eine solche Korrelation nicht nachweisen. In der 
Korrelationsanalyse mit den Real-Time-Daten fand sich ein Trend, dass nodalpositive Tumoren mehr 
mRNA für Repp86 (p=0,080) und CDK1 (p=0,058) bereitstellen. Für die anderen mRNA-Mengen ließ 
sich kein Zusammenhang nachweisen (Aurora A (p=0,683), Aurora B (p=0,327), CDK2 (p=0,582)). 
p<0,001 p<0,001 
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Abbildung 3.1.14. Proteinexpression in Bezug auf den Nodalstatus bei Mammakarzinomen. Auf der Y-Achse ist 
jeweils der Mittelwert für das untersuchte Protein abgebildet, auf der X-Achse sind die Gruppen nach dem 
Nodalstatus unterteilt. 
3.1.15. Korrelation mit dem Hormonrezeptorstatus 
Für die Korrelationsanalyse mit dem Hormonrezeptorstatus wurde ein IRS von 0-1 als „negativ“, ein IRS 
von 2-4 als „schwach positiv“, ein IRS von 6-8 als „mäßig positiv“ und ein IRS von 9-12 als stark positiv 
zusammengefasst. Der Östrogen- und Progesteronrezeptorstatus wurden dabei getrennt betrachtet.  
Es ergab sich, dass ein höherer Östrogenrezeptorstatus mit einer niedrigeren Proteinexpression von 
Aurora A (p=0,017), Aurora B (p=0,010), Repp86 (p=0,006), Ki67 (p=0,011) und CDK2 (p=0,010) 
einhergeht. Es ergab sich keine Korrelation mit der Expression von CDK1 (p=0,186).  
Bei der Korrelation mit dem Progesteronrezeptor ergab sich, dass ein höherer Progesteronrezeptorstatus 
mit einer niedrigeren Expression von Aurora A (p=0,028), Aurora B (p=0,009), Repp86 (p=0,012) und 
Ki67 (p=0,005) einhergeht. Für CDK1 (p=0,218) und CDK2 (p=0,138) ergab sich keine Korrelation mit 
dem Progesteronrezeptorstatus. 
Für die Real Time Daten zeigte sich, dass ein höherer Östrogenrezeptorstatus mit einer niedrigeren 
mRNA-Expression von Aurora B (p=0,038) einhergeht. Für Aurora A ergab sich ein Trend dafür 
(p=0,056). Es ergab sich keine Korrelation mit der mRNA-Expression von Repp86 (p=0,116), CDK1 
(p=0,198) und CDK2 (p=0,420). Bei der Korrelation der mRNA-Mengen mit dem 
p=0,048 
p=0,049 p=0,065 
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Progesteronrezeptorstatus ergab sich keine Korrelation für einen der untersuchten Marker: Aurora A 
(p=0,523), Aurora B (p=0,363), Repp86 (p=0,615), CDK1 (p=0,775) und CDK2 (p=0,694). 
 
 
Abbildung 3.1.15. Proteinexpression in Bezug auf den Östrogenrezeptorstatus in Mammakarzinomen. Auf der Y-
Achse ist jeweils der Mittelwert der prozentualen Expression des Proteins angegeben, auf der X-Achse sind die 
Mammakarzinome in Gruppen nach dem Hormonrezeptorstatus unterteilt. Bei unendlichem Ergebnis wurden die 
Fehlerbalken entfernt. 
3.1.16. Korrelation mit der Her2neu-Expression 
Bei der Analyse bezüglich der Her2neu-Expression ergab sich, dass sich die Proteinexpression in 
Her2neu-positiven nicht von der in Her2neu-negativen Tumoren unterscheidet: Aurora A (p=0,561), 
Aurora B (p=0,521), Repp86 (p=0,577), Ki67 (p=0,840), CDK1 (p=0,656) und CDK2 (p=0,381). Auch 
p=0,017 p=0,010 
p=0,006 p=0,011 
p=0,010 
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bezüglich der Real-Time-Daten fand sich keine signifikante Korrelation mit der Her2neu-Expression: 
Aurora A (p=0,384), Aurora B (p=0,563), Repp86 (p=0,956), CDK1 (p=0,625) und CDK2 (p=0,476). 
3.1.17. Korrelation mit dem intrinsischen Subtyp 
Für die Korrelation mit dem intrinsischen Subtyp wurden alle Her2neu-überexprimierenden Tumoren in 
einer Gruppe zusammengefasst. Bei der Analyse ergab sich, dass sich die Expression von Aurora A 
(p=0,007), Aurora B (p=0,002), Repp86 (p=0,005), Ki67 (p=0,017) und CDK2 (p=0,003) auf 
Proteinebene in den einzelnen intrinsischen Subtypen signifikant unterscheidet. Für CDK1 ergab sich 
keine Korrelation (p=0,157).  
Für die Real-Time Daten ergab sich keine Korrelation mit den intrinsischen Subtypen: Aurora A 
(p=0,300), Aurora B (p=0,292), Repp86 (p=0,356), CDK1 (p=0,256) und CDK2 (p=0,436). 
 
p=0,007 p=0,002 
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Abbildung 3.1.17. Abgebildet ist der jeweilige Mittelwert der Expression des untersuchten Proteins auf der Y-Achse- 
Auf der X-Achse sind die Tumoren nach den intrinsischen Subtypen unterteilt. 
3.1.18. Überlebensanalysen im Mammakollektiv 
Für die Überlebensanalysen wurde das Kollektiv der untersuchten Patientinnen eingeteilt in Patientinnen 
mit hoher Expression eines Proteins, bzw. hohen mRNA-Mengen und eine Gruppe mit niedrigerer 
Expression des jeweiligen Proteins, bzw. niedrigeren mRNA-Mengen. Hierfür wurde die Gruppe jeweils 
am Median des jeweils untersuchten Markers geteilt. Für diese beiden Gruppen wurden die 
Überlebenskurven verglichen. Die mediane Nachbeobachtungszeit für das Mammakollektiv betrug 51 
Monate, die kürzeste lag bei 0 Monaten, die längste bei 98 Monaten. Zum Zeitpunkt der Datenerhebung 
war eine Patientin (1,9%) des Kollektivs tumorbedingt verstorben, alle anderen lebten bzw. es gab keine 
Nachbeobachtungsdaten mehr. Für 15 (27,8%) der Patientinnen war ein Rezidiv dokumentiert, 25 (46,3%) 
Patientinnen lebten zum Zensusdatum rezidivfrei. Für 14 (25,9%) Patientinnen lagen keine 
Nachbeobachtungsdaten vor. Aufgrund oben beschriebener Datensituation wurden für das 
Mammakollektiv alle Überlebensanalysen auf das rezidivfreie Überleben bezogen. 
Es ergab sich, dass eine hohe Expression von Aurora B (Chi-Quadrat 5,105, p=0,024) sowie eine hohe 
Expression von CDK2 (Chi-Quadrat 9,292, p=0,002) mit einem signifikant verkürzten rezidivfreien 
Überleben einhergeht.  
p=0,005 p=0,017 
p=0,003 
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Für Aurora A (Chi-Quadrat 3,173, p=0,075) und Repp86 (Chi-Quadrat 3,193, p=0,074) zeigte sich ein 
Trend, dass auch für diese Proteine eine hohe Expression mit einem verkürzten rezidivfreien Überleben 
einhergeht. 
Für Ki67 (Chi-Quadrat 0,644 p=0,422) und CDK1 (Chi-Quadrat 0,678 p=0,410) ergab sich kein 
Zusammenhang mit dem rezidivfreien Überleben. Die Überlebensanalysen in Bezug auf die 
Proteinexpression sind mit Kaplan-Meyer Kurven in Abbildung 3.1.18.a abgebildet. 
Bei der Analyse der mRNA-Level bezogen auf das rezidivfreie Überleben, zeigte sich für keinen der 
untersuchten Marker ein signifikanter Unterschied: Aurora A (Chi-Quadrat 0,460, p=0,498), Aurora B 
(Chi-Quadrat 0,052, p=0,820), Repp86 (Chi-Quadrat 0,192, p=0,661), CDK1 (Chi-Quadrat 1,028, 
p=0,311) und CDK2 (Chi-Quadrat 0,001, p=0,997).  
Als Goldstandard wurden die Mammakarzinome auch anhand der intrinsischen Suptypen nach der St. 
Gallen Konferenz untersucht. Hier ergab sich keine signifikante Korrelation mit dem rezidivfreien 
Überleben (Chi-Quadrat=3,028; p=0,553). Siehe Abbildung 3.1.18.b. 
 
p=0,075 p=0,024 
p=0,074 p=0,422 
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Abbildung 3.1.18.a Rezidivfreies Überleben in Bezug auf hohe und niedrige Proteinexpression bei 
Mammakarzinomen. 
 
 
 
Abbildung 3.1.18.b Rezidivfreies Überleben in Bezug auf die intrinsischen Subtypen.  
Beobachtungszeitraum in Monaten 
p=0,410 p=0,002 
p=0,553 
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3.2. Ergebnisse Ovarkollektiv 
3.2.1. Altersverteilung und Vorbehandlung des Ovarkollektivs 
Als Zeitpunkt der Diagnosestellung wurde das Datum der primären Operation festgesetzt. Das mediane 
Alter aller Patientinnen bei Diagnosestellung betrug 63 Jahre. Die jüngste Patientin war bei der 
Erstdiagnose 26 Jahre alt, die älteste war 89 Jahre alt.  
Keine der Patientinnen hat eine medikamentöse Vorbehandlung erhalten. 
3.2.2. Art und Histologie der Ovarialtumoren 
Insgesamt wurden 93 Ovarialtumoren für diese Arbeit untersucht. Darunter waren acht (8,6%) benigne 
Tumoren, sechs (6,5%) Borderlinetumoren, 76 (81,7%) Ovarialkarzinome, zwei (2,2%) extraovarielle 
Ovarilakarzinome und ein (1,1%) Tubenkarzinom. Die Patientinnen mit den extraovariellen 
Ovarialkarzinomen und dem Tubenkarzinom wurden für die weiteren Untersuchung in die Gruppe der 
Ovarialkarzinome eingeschlossen.  
Ein Großteil der untersuchten Tumoren (68 entsprechend 73,2%) war von serös-papillärer Histologie. 
Den zweitgrößten Anteil bildeten mit elf (11,8%) Proben die endometrioiden Tumoren. Zwei (2,2%) 
Tumoren waren muzinöse Zystadenokarzinome. Eine (1,1%) Probe war ein Müllerscher-Misch-Tumor, 
eine (1,1%) ein klarzelliger Tumor. Ein (1,1%) maligner Tumor wurde als undifferenziert beschrieben. Zu 
einem malignen Tumor (1,1%) fehlten die Angaben. Die acht (8,6%) benignen Tumoren waren sämtlich 
Zystadenome. 
3.2.3. FIGO-Stadien des Ovarkollektivs 
Für die Patientinnen des Ovarkollektivs wurde das FIGO-Stadium erfasst. Wie in der Literatur 
beschrieben befand sich auch hier der größte Anteil des Kollektivs bei Erstdiagnose bereits im 
fortgeschrittenen Krankheitsstadium. 
FIGO-Stadium Anzahl Prozentualer Anteil 
Benigne 8 8,6% 
Ia 6 6,5% 
Ib 1 1,1% 
Ic 5 5,4% 
IIb 2 2,2% 
IIc 2 2,2% 
IIIb 4 4,5% 
IIIc 47 50,5% 
IV 17 18,3% 
Unbekannt 1 1,1% 
Gesamt 93 100% 
Tabelle 3.2.3. FIGO-Stadien des Ovar-Kollektivs 
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3.2.4. Einteilung des Ovarkollektivs nach dem Grading 
Das Ovarkollektiv wurde nach dem Tumorgrading nach Elston und Ellis eingeteilt (23). Bei den acht 
(8,6%) benignen Gewebeproben entfiel diese Einteilung. Zehn (10,8%) Tumorproben wurden als gut 
differenziert (G1), 32 (34,4%) Proben wurden als mittelgradig differenziert (G2) und der Großteil mit 41 
(44,1%) Proben wurde als schlecht differenziert eingestuft (G3). Für zwei maligne Tumoren (2,2%) fehlte 
die Angabe zum Grading. 
3.2.5. Chemotherapie des Ovarkollektivs 
Von 93 Patientinnen erhielten 70 (75,3%) Patientinnen postoperativ eine Chemotherapie, 20 (21,5%) 
erhielten keine Chemotherapie und für 3 (3,2%) fehlen die Daten. Dabei erhielten 64 (68,8%) eine 
platinhaltige Chemotherapie. 6 (6,5%) erhielten eine platinfreie Chemotherapie. Von den 64 mit Platin 
behandelten Patientinnen wurden 31 (48,4%) als platinsensibel, 11 (17,2%) als intermediär und 17 (26,6%) 
als platinrefraktär eingestuft. Bei 5 (7,8%) war eine Beurteilung nicht möglich oder es fehlten die Angaben. 
3.2.6.1. Proteinexpression in benignen Ovarialtumoren 
Es wurden nur wenige benigne Tumoren immunhistochemisch untersucht. Für CDK1 und CDK2 
wurden keine benignen Tumoren untersucht. Für alle Proben wird der prozentuale Anteil der für den 
untersuchten Marker positiven Zellen angegeben. In der Tabelle 3.2.6.1. findet sich eine genaue Auflistung 
der Anzahl, Mittelwerte, Mediane und Standardabweichungen der Proteinexpression. Zudem sind dort 
Angaben zum minimalen und maximalen Wert der Proteinexpression der untersuchten benignen 
Tumoren. 
Marker Anzahl Mittelwert Median Stand. Minim. Maxim. 
Aurora A  2 1,50 1,50 1,41 0,50 2,50 
Aurora B 3 13,08 3,50 19,71 0,00 35,80 
Repp86 3 15,28 8,0 17,74 0,00 35,50 
Ki67 3 37,53 23,67 39,65 6,67 82,25 
CDK1 0 - - - - - 
CDK2 0 - - - - - 
Tabelle 3.2.6.1. Proteinexpressionen in benignen Ovarialtumoren. Die Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen, 
Minimum und Maximum sind in Prozent positiver Tumorzellen angegeben. 
3.2.6.2. Proteinexpression in Borderlinetumoren 
Einige Borderlinetumoren wurden im Rahmen des Ovarkollektivs untersucht. Allerdings wurden auch 
hier keine Tumoren auf CDK1 oder CDK2 untersucht. Für alle Proben wird der prozentuale Anteil der 
für den untersuchten Marker positiven Zellen angegeben. In der Tabelle 3.2.6.2. findet sich eine genaue 
Auflistung der Anzahl, Mittelwerte, Mediane und Standardabweichungen der Proteinexpression. Zudem 
sind dort Angaben zum minimalen und maximalen Wert der Proteinexpression der untersuchten 
Borderlinetumoren aufgeführt. 
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Marker Anzahl Mittelwert Median Stand. Minim. Maxim. 
Aurora A  3 6,83 5,50 7,59 0,0 15,0 
Aurora B 4 2,20 2,15 1,86 0,0 4,50 
Repp86 4 5,22 5,27 5,35 0,0 10,30 
Ki67 5 18,02 13,50 17,84 6,25 49,33 
CDK1 0 - - - - - 
CDK2 0 - - - - - 
Tabelle 3.2.6.2. Proteinexpressionen in Borderlinetumoren. Die Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen, 
Minimum und Maximum sind in Prozent positiver Tumorzellen angegeben. 
3.2.6.3. Proteinexpression in malignen Ovarialtumoren 
Eine größere Anzahl maligner Ovarialtumoren wurde für diese Arbeit untersucht. Für alle Proben wird 
der prozentuale Anteil der für den untersuchten Marker positiven Zellen angegeben. 
In der Tabelle 3.2.6.3. findet sich eine genaue Auflistung der Anzahl, Mittelwerte, Mediane und 
Standardabweichungen der Proteinexpression. Zudem sind dort Angaben zum minimalen und maximalen 
Wert der Proteinexpression der untersuchten malignen Tumoren aufgeführt. 
Marker Anzahl Mittelwert Median Stand. Minim. Maxim. 
Aurora A  66 28,12 27,0 13,08 2,1 56,0 
Aurora B 70 24,91 26,63 10,10 0,0 44,5 
Repp86 74 25,48 25,0 12,97 0,0 51,8 
Ki67 72 53,88 55,29 19,10 11,5 91,25 
CDK1 16 32,81 34,25 19,50 2,5 67,2 
CDK2 13 44,76 48,00 10,81 23,3 64,2 
Tabelle 3.2.6.3. Proteinexpressionen in malignen Ovarialtumoren. Die Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen, 
Minimum und Maximum sind in Prozent positiver Tumorzellen angegeben. 
3.2.7.1. mRNA in benignen Ovarialtumoren 
Sechs Zystadenome wurden mittels RT-PCR untersucht. Für alle Proben wird die gegen 28s-rRNA 
normalisierte Menge der Ziel-DNA angegeben. Die Anzahl der untersuchten Proben, Mediane, 
Mittelwerte, Standardabweichungen sowie die minimale und die maximale mRNA-Menge sind in Tabelle 
3.2.7.1. aufgelistet. 
Marker Anzahl Mittelw. Median Stand. Minim. Maxim. 
Aurora A 6 0,5283 0,5390 0,0499 0,4544 0,5896 
Aurora B 6 0,5191 0,5232 0,0481 0,4446 0,5842 
Repp86 5 0,5245 0,5326 0,0529 0,4446 0,5923 
CDK1 6 0,5445 0,5450 0,0502 0,4703 0,6091 
CDK2 5 0,5520 0,5486 0,0256 0,5213 0,5833 
Tabelle 3.2.7.1. mRNA in benignen Ovarialtumoren. Angegeben ist für Mittelwert, Median, Standardabweichung, 
Minimum und Maximum jeweils die normalisierte Menge der Ziel-DNA. 
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3.2.7.2. mRNA in Borderlinetumoren 
Es wurden insgesamt fünf Borderlinetumoren mittels RT-PCR untersucht. Für alle Proben wird die gegen 
28s-rRNA normalisierte Menge der Ziel-DNA angegeben. Die Anzahl der untersuchten Proben, Mediane, 
Mittelwerte, Standardabweichungen sowie die minimale und die maximale Expression sind in Tabelle 
3.2.7.2. aufgelistet. 
Marker Anzahl Mittelw. Median Stand. Minim. Maxim. 
Aurora A 5 0,5493 0,5198 0,0533 0,5050 0,6331 
Aurora B 5 0,5476 0,5273 0,0478 0,5028 0,6232 
Repp86 5 0,5333 0,5214 0,0323 0,5086 0,5698 
CDK1 5 0,5573 0,5488 0,0495 0,4945 0,6286 
CDK2 5 0,5595 0,5504 0,0637 0,4786 0,6519 
Tabelle 3.2.7.2. mRNA in Borderlinetumoren. Angegeben ist für Mittelwert, Median, Standardabweichung, Minimum 
und Maximum jeweils die normalisierte Menge der Ziel-DNA. 
3.2.7.3. mRNA in malignen Ovarialtumoren 
Es wurden 60 Proben von maligenen Ovartumoren für diese Arbeit mittels RT-PCR untersucht. Für alle 
Proben wird die gegen 28s-rRNA normalisierte Menge der Ziel-DNA angegeben. Die Anzahl der 
untersuchten Proben, Mediane, Mittelwerte, Standardabweichungen sowie die minimale und die maximale 
Expression sind in Tabelle 3.2.7.3. aufgelistet. 
Marker Anzahl Mittelw. Median Stand. Minim. Maxim. 
Aurora A 58 0,548 0,5372 0,0689 0,4047 0,7222 
Aurora B 60 0,5729 0,5600 0,0781 0,4614 0,8097 
Repp86 60 0,5662 0,5489 0,1091 0,0937 0,8421 
CDK1 60 0,5874 0,5754 0,0737 0,4482 0,8134 
CDK2 58 0,5613 0,5472 0,0727 0,4431 0,7834 
Tabelle 3.2.7.3. mRNA in malignen Ovartumoren. Angegeben ist für Mittelwert, Median, Standardabweichung, 
Minimum und Maximum jeweils die normalisierte Menge der Ziel-DNA. 
3.2.8.1. Korrelation der Proteinexpressionen untereinander im Ovarkollektiv 
Bei der Korrelationsanalyse der einzelnen immunhistochemischen Marker untereinander ergab sich, dass 
die Aurororakinasen miteinander, mit Repp86 und Ki67 stark korrelieren (für alle p<0,001). Für CDK1 
ergab sich eine Korrelation mit Aurora A, Aurora B, Repp86 und Ki67. Die CDK2-Expression korrelierte 
in der Ovarkohorte mit keinem der anderen Marker. 
Die Korrelationskoeffezienten nach Pearson sowie die der Korrelationsanalyse zugehörigen p-Werte sind 
in Tabelle 3.2.8.1. aufgelistet. 
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Pearsons K./ 
p-Wert 
Aurora A  Aurora B Repp86 Ki67 CDK1 CDK2 
Aurora A  - 0,777 0,775 0,753 0,625 0,249 
Aurora B <0,001 - 0,856 0,784 0,575 0,385 
Repp86 <0,001 <0,001 - 0,850 0,793 0,054 
Ki67 <0,001 <0,001 <0,001 - 0,677 0,324 
CDK1 0,017 0,025 <0,001 0,006 - 0,473 
CDK2 0,435 0,253 0,869 0,305 0,120 - 
Tabelle 3.2.8.1. Korrelation der Proteinexpressionen untereinander im Ovarkollektiv. Dabei ist in der rechten oberen 
Hälfte jeweils der Pearsons-Korrelationskoeffizient (fett gedruckt) und in der linken unteren Hälfte der zugehörige p-
Wert angegeben. 
3.2.8.2. Korrelation der mRNA-Mengen untereinander im Ovarkollektiv 
Bei der Korrelationsanalyse der einzelnen mRNA-Mengen untereinander ergab sich, dass alle signifikant 
miteinander korrelieren (p für alle <0,001). Die Korrelationskoeffezienten nach Pearson sowie die der 
Korrelationsanalyse zugehörigen p-Werte sind in Tabelle 3.2.8.2. aufgelistet. 
Pearsons 
K./ p-Wert 
Aurora A Aurora B Repp86 CDK1 CDK2 
Aurora A - 0,903 0,727 0,889 0,903 
Aurora B <0,001 - 0,816 0,959 0,838 
Repp86 <0,001 <0,001 - 0,769 0,665 
CDK1 <0,001 <0,001 <0,001 - 0,841 
CDK2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 - 
Tabelle 3.2.8.2. Korrelation der mRNA-Expressionen untereinander. Dabei ist in der rechten oberen Hälfte jeweils 
der Pearsons-Korrelationskoeffizient (fett gedruckt) und in der linken unteren Hälfte der zugehörige p-Wert 
angegeben. 
3.2.8.3. Korrelation der Proteinexpressionen mit den mRNA-Mengen im Ovarkollektiv 
Die Korrelationsanalyse von Proteinexpression und mRNA-Mengen ergab nur für einige einzelne Marker 
eine signifikante Korrelation. Und selbst in diesen Fällen sprachen die Korrelationskoeffizienten nicht für 
einen sehr engen Zusammenhang der untersuchten Variablen. 
3.2.9. Unterscheidung von benignen Ovarialtumoren, Borderlinetumoren und malignen 
Ovarialtumoren 
Mit dem Kruskall-Wallis-Test wurde ermittelt, ob sich die Proteinexpressionen bzw. die mRNA-Mengen 
in benignen Ovarialtumoren, Borderlinetumoren und malignen Ovaialtumoren unterscheiden. Dabei 
ergab sich, dass sich die Proteinexpression in benignen Ovarialtumoren, Borderlinetumoren und malignen 
Ovarialtumoren für folgende Proteine signifikant voneinander unterscheidet: Aurora A (p=0,003), Aurora 
B (p=0,004), Repp86 (p=0,012) und Ki67 (p=0,005). Siehe hierzu auch Abbildung 3.2.9.  
Für die Proteinexpression von CDK1 und CDK2 konnte der Test nicht durchgeführt werden, da weder 
Normalgewebe noch Borderlinetumoren untersucht wurden. 
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Für die mRNA-Mengen ergab sich bei keinem Marker ein signifikanter Unterschied in den 
unterschiedlichen Tumorarten: Aurora A (p=0,890), Aurora B (p=0,164), Repp86 (p=0,486), CDK1 
(p=0,225) und CDK2 (p=0,985). 
 
 
Abbildung 3.2.9. zeigt die Proteinexpression in Bezug auf die Tumorart bei Ovarialkarzinomen. Auf der Y-Achse ist 
jeweils der Mittelwert der prozentualen Expression des Proteins angegeben, auf der X-Achse sind die Tumoren nach 
benigen Tumoren, Borderline-Tumoren und Ovarialkarzinomen unterteilt. 
3.2.10. Korrelation mit dem Grading im Ovarkollektiv 
Bei der Korrelation der Proteinexpression mit dem Grading ergab sich, dass Aurora A (p<0,001), Aurora 
B (p=0,002), Repp86 (p=0,001) und Ki67 (p=0,002) in Tumoren höheren Gradings signifikant höher 
exprimiert sind. Siehe hierzu auch Abbildung 3.2.10. Es ergab sich keine Korrelation mit CDK1 (p=0,686) 
und CDK2 (p=0,734). 
Bei der Korrelation mit den mRNA-Werten ergab sich eine signifikant höhere Expression bei Tumoren 
höheren Gradings für Aurora B (p=0,008), Repp86 (p=0,023) und CDK1 (p=0,010). Es ergab sich ein 
Trend, dass auch bei Aurora A bei Tumoren höheren Gradings höhere mRNA-Mengen vorlagen 
(p=0,083). Für CDK2 ergab sich auf mRNA-Ebene kein Zusammenhang mit dem Grading. 
p=0,003 p=0,004 
p=0,012 p=0,005 
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Abbildung 3.2.10. Proteinexpression in Bezug auf das Grading im Ovarialkollektiv. Auf der Y-Achse ist jeweils der 
Mittelwert der prozentualen Expression des Proteins abgebildet. Auf der X-Achse sind die Tumoren nach ihrem 
Grading unterteilt. 
3.2.11. Korrelation mit dem FIGO-Stadium im Ovarkollektiv 
Um die Protein- bzw. mRNA-Expression mit dem FIGO-Stadium zu korrelieren, wurden die Tumoren in 
zwei Gruppen unterteilt: eine Gruppe für die Tumorstadien FIGO I und FIGO IIb, und eine zweite 
Gruppe für FIGO IIc und höhere Stadien. 
Auf Proteinebene ergab sich, dass Aurora A (p=0,032), Aurora B (p=0,037) und Repp86 (p=0,048) in 
Tumoren höherer FIGO-Stadien signifikant höher exprimiert werden. Es konnte kein solcher 
Zusammenhang für Ki67 gezeigt werden (p=0,143). Für CDK1 und CDK2 wurden nur Tumoren in 
FIGO-Stadium III und IV untersucht, daher wurde der Test für diese beiden Proteine nicht durchgeführt. 
Siehe hierzu auch Abbildung 3.2.11. 
Auf mRNA-Ebene zeigte sich, dass Aurora B (p=0,001), Repp86 (p=0,002) und CDK1 (p=0,002) in 
Tumoren höheren Tumorstadiums höhere mRNA-Mengen haben. Für Aurora A (p=0,067) und CDK2 
(p=0,088) ergab sich ein Trend dafür, dass auch für diese Marker ein solcher Zusammenhang besteht.  
p<0,001 p=0,002 
p=0,001 p=0,002 
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Abbildung 3.2.11. Proteinexpression in Ovarialtumoren in Bezug auf das Tumorstadium nach FIGO. Auf der Y-
Achse ist der Mittelwert des prozentualen Anteils der jeweiligen Proteinexpression angegeben. Auf der X-Achse sind 
die Tumoren nach ihren FIGO-Stadien in zwei Gruppen unterteilt. 
3.2.12. Korrelation mit dem Ansprechen auf platinhaltige Chemotherapie im 
Ovarkollektiv 
Die Analyse des Ansprechens auf Platinhaltige Chemotherapie ergab, dass sich die Proteinexpressionen 
von Aurora A (p=0,489), Aurora B (p=0,241), Repp86 (p=0,251), Ki67 (p=0,312), CDK1 (p=0,251) und 
CDK2 (p=0,312) in platinsensiblen und platinrefraktären Tumoren nicht voneinander unterscheidet. 
Auch auf mRNA-Ebene fand sich hier kein Zusammenhang: Aurora A (p=0,382), Aurora B (p=0,498), 
Repp86 (p=0,241), CDK1 (p=0,251) und CDK2 (p=0,312). 
3.2.13. Überlebensanalysen im Ovarkollektiv 
Die mediane Nachbeobachtungszeit der Ovarkohorte betrug 21 Monate, die kürzeste lag bei 0 Monaten, 
die längste bei 139 Monaten. Zum Zeitpunkt der Datenerhebung waren 53 (57%) der Patientinnen 
verstorben, 40 (47%) lebten oder es fehlten weitere Nachbeobachtungsdaten. Für 49 (52,7%) 
Patientientinnen ist ein Rezidiv dokumentiert. Allerdings war ein Rezidiv häufig nur schwer von einem 
primär progredienten Tumorleiden zu unterscheiden. Daher wurde für die weiteren Analysen das 
Gesamtüberleben betrachtet und nicht das rezidivfreie. 
Es ergab sich kein Unterschied bezüglich des Überlebens für eine hohe bzw. niedrige Expression von 
Aurora A (Chi-Quadrat 1,799, p=0,180), Aurora B (Chi-Quadrat 0,466, p=0,495) und Repp86 (Chi-
p=0,032 p=0,037 
p=0,048 
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Quadrat 0,313, p=0,575). Für Ki67 ergab sich ein Trend dafür, dass eine höhere Expression mit einem 
verkürzten Überleben einhergeht (Chi-Quadrat 3,156, p=0,076). Siehe hierzu auch Abbildung 3.2.13. Für 
CDK1 und CDK2 wurde wegen zu geringer Fallzahl in der Immunhistochemie auf eine 
Überlebensanalyse verzichtet. Bei der Analyse der Real-Time-Daten zeigte sich kein signifikanter 
Unterschied bezüglich des Überlebens für eine hohe bzw. niedrige mRNA-Menge von Aurora A (Chi-
Quadrat 0,542, p=0,461), Aurora B (Chi-Quadrat 0,095, p=0,757), Repp86 (Chi-Quadrat 0,015, p=0,903), 
CDK1 (Chi-Quadrat 0,025, p=0,874) und CDK2 (Chi-Quadrat 0,075, p=0,784). 
 
 
Abbildung 3.2.13. Gesamtüberleben im Ovarkollektiv in Abhängigkeit von der Proteinexpression. 
p=0,180 p=0,495 
p=0,575 p=0,076 
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4. Diskussion 
4.1. Beschreibende Parameter im Mammakollektiv 
Vergleicht man das Kollektiv der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patientinnen mit den in der 
Literatur angegebenen Daten, so lassen sich einige Abweichungen feststellen. Zunächst liegt das mediane 
Alter bei Diagnosestellung in unserem Kollektiv mit 54 Jahren über 10 Jahre unterhalb dem vom Robert-
Koch-Institut gelisteten Durchschnittsalter bei Erkrankung von dort 65 Jahren (1). Da sich die 
Tumorbiologie bei älteren und jüngeren Patientinnen durchaus unterscheiden kann, ist dies eine mögliche 
Störgröße, wenn man in dieser Arbeit gewonnene Daten auf ein größeres Kollektiv überträgt. 
Bezüglich der Stadien bei Erstdiagnose beschreibt das Robert-Koch-Institut für ca. 52% einen T1-, für ca. 
36% einen T2-, für ca. 5% einen T3 und für ca. 7% einen T4-Tumor (3). Eine amerikanische Studie gibt 
nach UICC-Stadien an, dass 53,2% der Mammakarzinome in Stadium I sind, 34,7% in Stadium II, 8,4% in 
Stadium III und 3,7% in Stadium IV (189). Bezogen auf die Mammakarzinome sind in unserem Kollektiv 
55,6% in Stadium T1, 35,2% in Stadium T2 und 1,9% in Stadium T3. Bei 7,4% der Patientinnen war das 
Stadium unbekannt. Insofern sind die höheren Tumorstadien in unserem Kollektiv leicht 
unterrepräsentiert, insgesamt wird aber die Verteilung der Stadien bezogen auf den Durchschnitt recht gut 
abgebildet. 
In unserem Kollektiv liegt die Anzahl der invasiv-duktalen Tumoren mit 87% etwas über dem in der 
Literatur beschriebenen Anteil von 65-80%, die invasiv-lobulären Tumoren liegen mit 11,1% nah an den 
beschriebenen 10%. Andere Tumoren sind in dieser Arbeit unterrepräsentiert (190, 191). Insofern lässt 
sich nicht sagen, ob sich die hier erhobenen Daten auch auf andere histologische Unterformen des 
Mammakarzinoms übertragen lasen. 
Laut Literatur sind etwa 70-80% der Mammakarzinome hormonrezeptorpositiv (191). Dazu passt unser 
Kollektiv, in dem 70,3% des Kollektivs östrogenrezeptor- und 51,8% progesteronrezeptorpositiv sind. 
Für 13% fehlen uns leider die Daten. 
In der Literatur wird die Anzahl der Her2neu-überexprimierenden Tumoren mit 20-30% angegeben. 
Diese Art von Tumoren ist in unserem Kollektiv sicherlich unterrepräsentiert, zudem fehlen leider zu 
einigen Patientinnen die Angaben. Dies mag auch ein Grund sein, weswegen sich mit der Her2neu-
Überexpression keine Korrelationen nachweisen ließen. 
4.2. Beschreibende Parameter im Ovarkollektiv 
Das Durchschnittsalter bei Erstdiagnose in unserem Ovarkollektiv liegt mit 63 Jahren etwas unter dem in 
der Literatur angegebenen mit 68 Jahren (2). 
Laut dem Robert-Koch-Institut sind bei Erstdiagnose eines Ovarialkarzinoms in Deutschland ca. 27% der 
Patientinnen in Stadium T1, ca. 14% in Stadium T2 und die überwiegende Mehrheit mit ca. 59% ist in 
Stadium T3 (3). Daten der Uni Jena von 250 Ovarialkarzinompatientinnen ergaben für ca. 22% ein 
Stadium FIGO I, für ca. 8% ein Stadium FIGO II, für die Mehrheit der Patientinnen mit ca. 66% ein 
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Stadium FIGO III und für 13,6% ein Stadium FIGO IV (192). Unser Kollektiv kommt diesen Daten 
recht nahe mit 14,1 % der Patientinnen im Stadium FIGO I, 4,7% der Patientinnen im Stadium FIGO II, 
der Mehrzahl mit 60% im Stadium III und 20% im Stadium IV. Für eine Patientin (1,2%) fehlt die 
Angabe. Mit unserem Kollektiv wir die in der Literatur angegebene Verteilung der Stadien bei 
Erstdiagnose recht gut abgebildet.  
Bezüglich der Histologie werden in der Literatur 50% der Karzinome als serös, 10% als muzinös, 20% als 
endometrioid, 5-10% als klarzellig und 15% als entdifferenziert beschrieben (191). In unserem Kollektiv 
sind die serösen Karzinome mit 80% überrepräsentiert, dafür sind die anderen Histologien leicht 
unterrepräsentiert. Aber auch in unserem Kollektiv bilden die endometrioiden Karzinome mit 14,1% die 
zweitgrößte Gruppe, gefolgt von den muzinösen (2,4%), undifferenzierten (1,2%) und den klarzelligen 
(1,2%) Karzinomen. Möglicherweise lassen sich die hier erhobenen Daten also nicht direkt auf die weniger 
repräsentierten histologischen Subtypen übertragen, da einfach zu wenige Fälle untersucht wurden. 
4.3. Limitierende Faktoren dieser Arbeit 
Letztendlich waren die von uns untersuchten Kollektive relativ klein und deswegen auch die statistische 
Power nicht ausreichend, um kleinere Unterschiede herauszuarbeiten. 
Die klinischen Daten wurden für diese Arbeit retrospektiv erhoben. Insofern sind gewisse Störgrößen wie 
z.B. Komorbiditäten nicht auszuschließen. Zudem erhielten die Patienten unterschiedliche Therapien, die 
natürlich einen großen Einfluss auf das weitere Überleben haben. Auch war der Beobachtungszeitraum 
bei der Mammakohorte zu kurz, um eine Aussage über das Gesamtüberleben zu treffen. Dagegen waren 
die Daten bezüglich des Rezidivstatus bei den Ovarialkarzinomen nicht auswertbar, sodass hier keine 
Aussage zum rezidivfreien Überleben möglich war. 
Wegen der relativ kleinen Kohorten ist keine multivariate Analyse des Überlebens erfolgt. Insofern ist eine 
Aussage, ob einer der untersuchten Marker ein unabhängiger prognostischer Faktor ist, nicht möglich. 
4.4. Fehlende Korrelation von RT-PCR-Daten mit 
Immunhistochemischen Daten 
Nur einzelne der zellbiologisch nachvollziehbaren Beobachtungen in der Immunhistochemie konnten 
durch die RT-PCR gestützt werden. Bei Lassmann et al. konnte dagegen eine Korrelation von mRNA- 
und Proteinebene für Aurora A beim Ovarialkarzinom gezeigt werden (193). 
Für die fehlende Korrelation in unseren Daten gibt es zwei mögliche Erklärungsmodelle. 
Zum einen wurden die RT-PCR-Daten alle gegen ribosomale DNA normalisiert. Möglicherweise 
benötigen aber gerade diejenigen Zellen, deren Zellzyklus fehlreguliert ist mehr ribosomale DNA. Dann 
würden Unterschiede, die sich aufgrund von Zellzyklusveränderungen ergeben durch die Verrechnung mit 
28S-rRNA nivelliert.  
Zum anderen gibt es natürlich Regelmechanismen zwischen mRNA- und Proteinebene. In diesen Prozess 
sind Interferone, Wachstumsfaktoren und das Angebot an Aminosäuren eingebunden. Aber auch andere 
 53 
externe Faktoren wie z.B. ein Hitzschock können die Menge an Protein, die aus der mRNA gebildet wird, 
beeinflussen (194).  
Die RT-PCR misst also mit der mRNA nur einen einzelnen Wert, der allein keine Aussage darüber haben 
muss, ob auch das Protein exprimiert wird. Weitere Faktoren bestimmen letztlich darüber, welche 
Proteine messbar exprimiert werden. Dahingegen misst die Immunhistochemie mit dem fertigen Protein 
das Resultat einer Vielzahl von intra- und extrazellulären Einflüssen.  
Letztendlich zeigt diese Arbeit für die hier untersuchten Proteine und Gene, dass es nicht reicht, Zellen 
auf mRNA-Ebene zu betrachten um eine Aussage über die tatsächliche Proteinexpression zu treffen.  
Gleichzeitig haben neuere Untersuchungen mittels Genchip in großen Kohorten ihren prediktiven Wert 
bewiesen (195). Allerdings werden für diese Tests auch mehrere Gene untersucht und aus deren 
kombinierter Expression ein Risiko berechnet. 
4.5. Höhere Expression in Malignomen 
Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass Aurora A und B, Repp86, Ki67, CDK1 und CDK2 in 
Brustkrebs höher exprimiert sind als in benignen Läsionen. Für Aurora A, B, Repp86 und Ki67 konnte 
dies auch für Ovarialkarzinome gezeigt werden. Der Test war für CDK1 und CDK2 in der Ovarkohorte 
nicht möglich, da keine benigne Probe gefärbt wurde. 
Ein wesentliches Merkmal von Tumoren ist chromosomale Instabilität (CIN). Carter et al beschreiben in 
ihrer Studie Gene, die mit CIN in Zusammenhang stehen. An erster Stelle steht Repp86, doch auch 
Aurora A und B sowie CDK1 sind aufgeführt (11). Auch andere Studien brachten die hier untersuchten 
Marker mit genetischer Instabilität in Zusammenhang, so z.B. Aurora B in nicht-kleinzelligen 
Lungenkarzinomen (196). In der Literatur wird auch beschrieben, dass die Aktivität von Survivin, Aurora-
B und INCENP verantwortlich sind für die Ras-vermittelte Zelltransformation und zu gesteigerten 
Wachstum von Tumorzellen führen (197, 198). Zudem kann eine Überexpression von Aurora B zu 
mehrkernigen Zellen führen (199). 
Eine Aurora A Überexpression ist mit Zentrosomen-Vervielfachung und einer schlechten Prognose beim 
Ovarialkarzinom assoziiert (200). Im Mausmodell wurde gezeigt, dass eine Überexpression von Aurora A 
onkogen wirkt (72, 74), oder aber zumindest zu abnormalen Mitosen führt (128). 
Dass Aurora Kinasen in Malignomen höher exprimiert sind als in Normalgewebe, wurde bereits in vielen 
Studien und für viele Entitäten nachgewiesen. Möglicherweise produzieren Zellen mit aberanter DNA 
mehr von den Proteinen, die für chromosomale Duplikation und Segregation notwendig ist. Oder aber die 
hohe Expression dieser Proteine spiegelt einen Kompensationsmechanismus der beeinträchtigten 
Funktion der Proteine und ihrer Interaktionen wieder, die verantwortlich dafür ist, die Integrität der 
genetischen Information auf chromosomalem Level zu gewährleisten. Eine weitere Möglichkeit ist, dass 
die Überexpression dieser Proteine es der Zelle erlaubt, sich ungehindert von den regulären Zellzyklus-
Kontrollpunkten zu teilen. Dies würde der Zelle nicht nur einen direkten Proliferationsvorteil, sondern 
auch eine gesteigerte zelluläre Heterogenität ihrer Nachkommenschaft bereiten (11). 
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Möglicherweise sind Zellzyklus regulierende Proteine, die an fundamentalen Prozessen, wie der 
Chromosomensegregation oder DNA-Replikation beteiligt sind, aber in proliferierenden Tumoren einfach 
deswegen höher exprimiert, weil sie mehr sich teilende Zellen enthalten. Dann käme den von uns 
untersuchten Proteinen vor allem eine Rolle als Proliferationsmarker zu.  
4.6. Korrelation der untersuchten Proteine und mRNAs untereinander 
Die Auswertung der im Rahmen dieser Dissertation erhobenen Daten ergab eine enge Korrelation aller 
untersuchten Marker untereinander sowohl in Mamma- als auch in Ovarialgewebe (hier allerdings in der 
Immunhistochemie nicht für CDK2 und nur eingeschränkt für CDK1). Diese Beobachtung galt für die 
Proteinebene ebenso wie für die mRNA-Ebene, auch wenn sich keine Korrelation der Daten 
untereinander fand.  
Bei Betrachtung der medianen Expression auf Proteinebene fällt auf, dass in Mamma- wie in 
Ovarialmalignomen die Expression von Ki67, CDK1 und CDK2 deutlich höher ist als die von Aurora-A, 
-B und Repp86. Dies lässt sich aus der Expression der Proteine im Zellzyklus erklären: Ki67 ist während 
G1-, G2-, S- und M-Phase exprimiert (144). Auch die Cyclin dependent Kinasen sind auf eher konstanten 
Niveau exprimiert (170), allerdings in ihrer Aktivität streng reguliert. Dagegen ist Repp86 nur während der 
S-, G2- und M-Phase nachweisbar. Auora A ist in der G1- und S-Phase nur auf niedrigem Niveau 
exprimiert, erreicht dann ihren Peak in der G2-Phase bis in die M-Phase (72, 74, 75). Aurora B erreicht 
ihren Peak sogar erst nach Aurora A (72). Wenn also die Aurorakinasen und Repp86 in einem deutlich 
kleineren zeitlichen Anteil des Zellzyklus exprimiert werden als die CDKs und Ki67, dann lassen sich 
natürlich auch weniger Aurorakinase- oder Repp86-positive Zellen finden und die Expression ist im 
Median kleiner. Für die mRNA lässt sich kein solches Expressionsmuster in unseren Daten finden. 
Ki67 wurde für diese Arbeit als Proliferationsmarker ausgewählt. Dass Aurora B mit der Expression von 
Ki67 korreliert, wurde schon in anderen Publikationen beschrieben: von Qi et al. (201) bei 
Plattenepithelkarzinomen des Mundes und von Kurai et al. (202) bei Endometriumkarzinomen. Anders 
als in dieser Arbeit wurde dort keine Korrelation von Aurora A mit Ki67 nachgewiesen (202). 
Möglicherweise war der dort verwendete polyklonale Antikörper weniger spezifisch als der von uns 
verwendete und erst seit kurzem verfügbare monoklonale. Vielleicht gibt es allerdings auch bei 
Endometriumkarzinomen Aurora-B-Positivität, die von der Proliferation selbst unabhängig ist. Eine 
Korrelation von Aurora B mit Ki67 wurde bereits für Mammakarzinome gezeigt (203). Samaras et al. 
beschreiben dagegen beim Gliobalstom eine Korrelation von Aurora A mit Ki67, fanden allerdings keine 
Korrelation von Aurora B mit Ki67 (204). Dieselbe Studie beschreibt aber eine Korrelation von Aurora A 
und B bei Glioblastomen (204). Die Korrelation von Aurorakinasen mit der Zellproliferation gemessen an 
Ki67 wurde somit reproduzierbar dargelegt, ebenso die Korrelation von Aurora A mit Aurora B. 
Für einige der untersuchten Proteine sind auch direkte Interaktionsmechanismen bekannt, so besonders 
für Aurora A und Repp86 (67, 82). CDK1 kann über Regelung des APC-Komplex direkt auf den Abbau 
der Aurorakinasen und von Repp86 einwirken (101).  
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Aurora A ist wiederum wichtig für die Lokalisation von Cyclin-B1/CDK1 am Zentrosom (70, 71). Zudem 
phosphoryliert Aurora A CDC25B, was dann Cyclin-B1/CDK1 am Zentrosom aktiviert (98). Als 
Rückkopplungsmechanismus ist Cyclin-B1-Cdk1 involviert die Aktivierung von Protein Phosphatase 1 
(PP1), die vor allem inhibitorische Einflüsse auf Aurora A ausübt (71, 85). 
Die Korrelation aller untersuchten Proteine mit Ki67 spiegelt letztendlich eine enge Assoziation mit der 
Proliferation wieder, wie sie bei Zellzyklus-regulierenden Proteinen wie den CDKs, letztendlich aber auch 
den Aurorakinasen zu erwarten ist. Dies spiegelt sich auch in der Korrelation mit dem Grading wider. 
4.7. Korrelation mit dem Grading 
Im Tumorgrading nach Elston und Ellis bei den Mammakarzinomen und nach Silverberg bei den 
Ovarialkarzinomen werden tubuläre Differenzierung (bei Mammakarzinomen) bzw. histoarchitektonische 
Parameter (bei Ovarialkarzinomen) sowie Zellkernpolymorphie und Mitoseanzahl erfasst und daraus ein 
Score errechnet, der das Grading ergibt (23, 205). Da, wie oben bereits diskutiert, Aurora A und B, 
Repp86, CDK1 und CDK2 eng mit Aneuploidie, genetischer Instabilität und - wie durch die Korrelation 
mit Ki67 gezeigt - auch eng mit der Proliferation eines Tumors assoziiert sind, ist dieser Zusammenhang 
so zu erwarten. 
Auch andere Studien haben eine Korrelation mit dem Grading gezeigt, z.B. für Aurora A bei 
Mammakarzinomen (206, 207). Für Aurora B z.B. wurde eine Korrelation mit dem Grading für 
Ovarialkarzinome (208), Kolonkarzinome, Hepatozelluläre Tumoren (209), Prostatakarzinome (199), 
Blasenkarzinome (210), Endometriumkarzinome (202), Seminome und Schilddrüsenkarzinome (211) 
dargestellt. Kurai et al (202) fanden allerdings keine Korrelation von Aurora A mit dem Grading. In der 
selben Studie konnte für Aurora A auch keine Korrelation mit Ki67 nachgewiesen werden. Die aber 
überwiegend festgestellte Korrelation mit dem Grading wird durch unsere Daten bestätigt. 
Bei Betrachtung der Proteinexpression von Aurora A, B, Repp86 und Ki67 in Bezug auf das Grading 
beim Ovarialkarzinom fällt auf, dass benigne und Grad 1 Tumoren eine eher niedrige Expression haben, 
dass dagegen Grad 2 und 3 Tumoren eine höhere Expression haben. Dazu passt das von Shih und 
Kurman propagierte Entstehungsmodell für ovarielle Neoplasien, wonach sich hochdifferenzierte 
Tumoren (Gading 1) über schrittweise Mutationen von der benignen Läsion (Zystadenom oder 
Adenofibrom) über eine benigne Läsion mit atypischer Proliferation über ein nicht invasives Karzinom 
(beides Borderlinetumoren) zu einem invasiven, gut differenzierten Karzinom entwickeln, wohingegen 
schlecht differenzierte Tumoren sich de novo entwickeln (212). Insofern könnte die unterschiedliche 
Expression der Aurorakinasen, Repp86 und Ki67 auch den unterschiedlichen Entstehungsweg dieser 
Tumoren widerspiegeln.  
4.8. Korrelation mit dem Tumorstadium und dem Nodalstatus 
Bei den Mammakarzinomen fand sich kein Zusammenhang mit dem Tumorstadium. Dafür konnten wir 
zeigen, dass CDK1 und Aurora A in nodalpositiven Tumoren höher exprimiert waren. Für Aurora A 
wurde ein solcher Zusammenhang bei duktalen Mammakarzinomen bereits von Du et al. beschrieben 
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(213). Dagegen konnten Royce et al. einen solchen Zusammenhang nicht bestätigen (207). Eine Erklärung 
wäre, dass mit der Ausbreitung des Tumors auf Lymphknoten auch der Bedarf an 
Spindelbildungsfaktoren steigt. Eine weitere Erklärung wäre, dass mit dem Fortschreiten der 
Tumorerkrankung der Tumor an chromosomaler Instabilität gewinnt und deswegen kompensatorisch 
mehr Zellzyklus-regulierende Proteinen exprimiert. Wie oben bereits diskutiert wurden viele der hier 
untersuchten Proteine mit chromosomaler Instabilität in Verbindung gebracht. Oder aber die Tumoren 
mit Lymphknotenbefall sind insgesamt die aggressiveren, schneller wachsenden Tumoren und 
exprimieren o.g. Proteine wegen ihrer stärker gesteigerten Proliferation. 
Betrachtet man die Proteinmengen in Bezug auf das FIGO-Stadium der Ovarialtumoren, so fällt auf, dass 
ab FIGO-Stadium IIc die Aurora-Kinasen A und B sowie Repp86 sprunghaft ansteigen. Das FIGO-
Stadium IIc ist dadurch definiert, dass sich Tumorzellen im Aszites nachweisen lassen. Unsere Daten 
suggerieren, dass diese Tumoren ein anderes Proteinexpressionsprofil aufweisen, dass also diese Tumoren 
sich in etwas von den Tumoren in niedrigeren Stadien unterscheiden. Möglicherweise haben Tumoren in 
höheren Stadien einen höheren Bedarf an Spindelbildungsfaktoren. Oder aber dieser Effekt ergibt sich 
dadurch, dass low-grade Tumoren häufiger bereits im niedrigen Ausbreitungsstadium entdeckt werden 
während high-grade Tumoren weiter fortgeschritten sind. Dies würde wieder zu dem bereits diskutierten 
Tumor-Entstehungsmodell von Shih und Kurman passen (212). 
Aune et al. beschreiben eine erhöhte Expression von Ki-67 in höheren FIGO-Stadien und in High-Grade-
Tumoren. Zudem wurde eine höhere Ki-67-Expression bei den Patientinnen gefunden, bei denen eine 
komplette Remission unter Chemotherapie erreicht wurde. Somit könnten gezielt aggressive Karzinome 
identifiziert und therapiert werden (214).  
4.9. Korrelation mit Hormonrezeptorstatus 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine hohe Expression von Aurora A, Aurora B, Ki67 und 
CDK2 mit Östrogenrezeptor-Negativität assoziiert ist. Für Aurora A wurde dieser Zusammenhang bereits 
beschrieben (206). Am ehesten spiegelt der von uns gefundene Zusammenhang die höhere Aggressivität 
von Hormonrezeptor-negativen Mammakarzinomen. 
4.10. Korrelation mit den intrinsischen Subtypen 
Die intrinsischen Subtypen sollen eine Risikostratifizierung beim Mammakarzinom erlauben (36). In 
dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass die Proteinexpressionen von Aurora A, Aurora B, Repp86, Ki67 
und CDK2 in den unterschiedlichen Subtypen signifikant unterschiedlich sind. Dabei ist die Expression in 
den Luminal A Tumoren am niedrigsten und in den Triple-negativen Tumoren am höchsten. Für Ki67 
überrascht das kaum, immerhin war die Ki67-Expression Teil der Klassifizierung der Subtypen. Da auch 
die anderen Marker mit Ki67, also der Proliferation, dem Grading und der Hormonrezeptorexpression 
korrelieren, überrascht auch dieses Ergebnis nicht. 
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4.11. Diskussion der Überlebensanalysen 
4.11.1. Ki67-Expression und Überleben bei Ovarialkarzinomen 
Trotz der tumorbiologischen Beobachtungen beim Ovarialkarzinom haben die in dieser Arbeit 
untersuchten Gene und Proteine keinen signifikanten Einfluss auf das Überleben. Lediglich für Ki67 
ergab sich ein Trend, dass eine höhere Expression zu einem verkürzten Überleben führt. Zumindest für 
seröse Ovarialkarzinome haben Garzetti et al. bereits 1995 zeigen können, dass eine höhere Expression 
von Ki67 mit einem verkürzten progressionsfreien Überleben einher geht (215). 
4.11.2. Aurora B-Expression und rezidivfreies Überleben in Mammakarzinomen  
In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass eine höhere Expression von Aurora B mit einem signifikant 
verkürzten rezidivfreien Überleben einher geht. Nach unserem Wissensstand ist dies in der Literatur noch 
nicht vorbeschrieben. So untersuchten Nadler et al. eine große Kohorte von Mammakarzinompatienten 
und konnten dort für Aurora B keinen Zusammenhang mit dem Überleben nachweisen (216).  
In unserem Kollektiv gab es auch eine enge Korrelation von Aurora B mit dem Grading, dem Nodalstatus 
und dem intrinsischen Subtyp der Mammatumoren. All dies sind anerkannte Prognosefaktoren für 
Mammakarzinompatientinnen. Möglicherweise ist Aurora B sogar ein besserer Proliferationsmarker als 
Ki67, da es nur in einem kürzeren Zeitraum des Zellzyklus exprimiert ist (72, 100). 
Stattdessen konnte in anderen Tumorentitäten eine schlechtere Prognose mit einer erhöhten Aurora B-
Expression in Verbindung gebracht werden. So bei Glioblastomen (217), bei Plattenepithelkarzinomen 
von Kopf und Hals (218), in Plattenepithelkarzinomen des Mundes (219), bei Larynxkarzinomen (220), 
Zervixkarzinomen  (221), Kolonkarzinomen (222), hepatozellulären Karzinomen (223), 
Ovarialkarzinomen (208) und Gallengangskarzinomen (224). Ein gegenteiliger Effekt konnte bei 
Magenkarzinomen gezeigt werden. Dort fanden Enjoji et al. eine verbesserte Prognose bei Patienten mit 
hoher Aurora-B-Expression auf mRNA-Level (225). Wie oben beschreiben kann Östrogen im 
experimentellen Design in Ovarfollikelzellen und in Brustkrebszellen Aurora B induzieren und via 
Phosphorylierung von Histon H3 zur Zellproliferation führen (110). Es konnte bereits gezeigt werden, 
dass eine Inhibition von Aurora B in vitro sowie im Tumorxenograftmodell an der Maus das Wachstum 
von Mamma- und Ovarialkarzinomen hemmen kann (226-229). Aurora B Inhibitoren befinden sich 
derzeit in klinischer Erprobung (230). 
4.11.3. CDK2-Expression und rezidivfreies Überleben in Mammakarzinomen 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine hohe CDK2-Expression zu einem signifikant 
verkürztem, rezidivfreien Überleben bei Mammakarzinom-Patientinnen führt. Auch Bonin et al. fanden in 
ihrer Studie, dass eine hohe Expression von CDK2 auf mRNA-Ebene in Mammakarzinomen zu einem 
verkürzten Gesamtüberleben führt (231). Eine japanische sowie eine niederländische Studie beschreiben, 
dass eine hohe Aktivität von CDK2 mit einer schlechteren Prognose bei Mammakarzinomen 
vergesellschaftet ist (232, 233). Dabei muss angemerkt werden, dass mit unseren Untersuchungen keine 
Aussage über die Aktivität der Kinasen gemacht werden kann, sondern lediglich über die Expression. 
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Es wurden bisher keine Mutationen von CDK2 in menschlichen Tumoren beschrieben. Allerdings sind 
E-Typ Cycline in Tumoren häufig überexprimiert und die Expression von p21 und p27, beides 
Inhibitoren des Cyclin-E/CDK2-Komplexes, ist in der Tumorentstehung häufig vermindert (4, 8, 234). 
Das wiederum spricht für eine potentielle Beteiligung von CDK2 in der Malignomentstehung oder aber 
zumindest an der gesteigerten Proliferation von Tumoren. Die Ablation von p21 oder p27 aus der 
Keimbahn von Mäusen führt zur Tumorentstehung (4, 177). Interessanterweise haben genetische 
Experimente gezeigt, dass CDK2 keine entscheidende Rolle in dieser Art von Tumoren hat (235, 236). Da 
p21 und p27 auch CDK1 inhibieren, vermutet Malumbres, dass die Fehlregulation von CDK1 
verantwortlich sein könnte für die Tumorentstehung in den Malignomen, denen p21 oder p27 fehlen (8).  
Für CDK2/CyclinE und CDK2/CyclinA wird angenommen, dass sie in Zellen mit defektem p53 zu 
Zentrosomenamplifikation führen (8, 237-239). Eine Zentrosomenamplifikation aber kann zu Formation 
aberanter mitotischer Spindeln führen, die dann wieder in abnormale Zellteilung und chromosomale 
Instabilität (CIN) münden (8). Ob CIN alleine nun aber ausreicht, um eine Tumorprogression zu 
bewirken wird kontrovers diskutiert (240, 241). 
Während CDK2 für die Mitose nicht zwingend gebraucht wird (183), wurde doch gezeigt, dass einige 
Krebszelllinien, nämlich Glioblastome und Osteosarkome, CDK2 für ihre Proliferation benötigen (8, 
242). Möglicherweise benötigen auch Mammakarzinome CDK2 um zu proliferieren, was CDK2 zu einem 
sehr interessanten Ziel in der spezifischen Antikörpertherapie machen würde. Dies insbesondere auch 
deswegen, weil die zu erwartenden Toxizität sich, wenn man dem Modell der knock-out Maus folgt, sich 
auf Sterilität beschränkt (182, 183). Da allerdings die Funktionen von CDK2 vielfach durch andere 
Kinasen übernommen werden kann, wie das Modell der lebenden Knock-out-Maus zeigt (182, 183), bleibt 
abzuwarten, ob eine Inhibition der CDK2 tatsächlich zur gewünschten Apoptose der Tumorzelle führen 
würde. 
Aktuell laufen Studien mit CDK-Inhibitoren wie Dinaciclib, das allerdings neben CDK2 auch CDK1, 
CDK5 und CDK 9 inhibiert (243-245). 
4.11.4. Andere Aspekte in den Überlebensanalysen 
Für Ki67 konnten wir in unserem Kollektiv keinen Zusammenhang mit dem rezidivfreien Überleben 
feststellen. Allerdings konnten wir aufgrund der geringen Fallzahl die Gruppe der Mammakarzinome auch 
nicht an der von der St. Gallen-Konferenz geforderten 14% Marke trennen, sondern am Median bei 31%. 
Allerdings konnte auch die Unterteilung in die intrinsischen Subtypen keine Unterschiede im rezidivfreien 
Überleben bei den Mammakarzinomen vorhersagen. Insofern fällt diese Einteilung in unserem Kollektiv 
gegenüber der Untersuchung von Aurora B und CDK2 ab. 
Für Aurora A und Repp86 ergab sich ein Trend, dass auch für diese Proteine eine höhere Expression mit 
einem verkürzten rezidivfreien Überleben bei Mammakarzinomen einher geht. Bedenkt man, dass eine 
erhöhte Expression von Aurora A z.B. zu einem verstärkten Abbau von p53 führt (246), so erklärt sich 
dieser Trend leicht. Hinzu kommt, dass Aurora  A mit BRCA1 interagiert, dessen Mutation die bisher 
wichtigste bekannte bei hereditären Mammakarzinomen ist (50). Andere Arbeiten konnten auf Gen-
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Ebene an größeren Kollektiven bereits zeigen, dass Aurora A eine prognostische Bedeutung beim 
Mammakarzinom hat (127, 247). In einer anderen Arbeit korreliert die Aurora A Expression mit dem 
Grading aber nicht mit der Prognose, der Tumorgröße oder dem Nodalstatus bei Brustkrebs (207). 
Eigentlich hätten wir erwartet, dass Aurora A bei Ovarialkarzinomen eine prognostische Aussagekraft hat, 
da dies bereits in anderen Studien gezeigt wurde (200). Lassus et al. konnten an einer großen Kohorte 
zeigen, dass Aurora A Überexpression mit einem aggressiveren Tumortyp und einer schlechteren 
Prognose assoziiert ist (248). Dagegen zeigten Lassman et al, dass eine Überexpression von Aurora A in 
Ovarialkarzinomen zu verbessertem Überleben bei den Patientinnen führte, die optimal operiert wurden 
und Carbo/Taxol erhielten. Bei den Patienten, die keine Taxane erhielten, war Aurora A Überexpression 
dort mit einer schlechten Prognose assoziiert (193). An unserer kleineren Kohorte konnten wir keinen 
Zusammenhang mit den Überleben oder auch dem Ansprechen auf eine Chemotherapie feststellen. 
Für Repp86 konnten Rudolph et al. bereits zeigen, dass eine erhöhte Repp86-Expression mit einem 
schlechteren Gesamtüberleben korreliert (249). Dort wurde propagiert, dass unter den Nodal-negativen 
Patientinnen diejenigen mit einer Expression von Repp86 unter 10% die beste Prognose hätten. Diese 
Analyse für die Nodal-negativen Patientinnen wurde auch an unserem Kollektiv durchgeführt und konnte 
keinen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe der Patientinnen mit einer Expression über bzw. 
unterhalb von 10% finden (Chi-Quadrat 2,189; p=0,139). Allerdings ist unser Kollektiv auch bedeutend 
kleiner als das dort untersuchte. 
4.12. Ausblick 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl Aurora B als auch CDK2 ein Potential als 
prognostische Marker beim Mammakarzinom haben. Es gibt viele Arbeiten, die den prognostischen 
Nutzen von Ki67 beim Mammakarzinom belegen (35, 250, 251). Allerdings gibt es auch Hinweise, dass 
die Auswertung durch subjektive Auszählung von Ki67 problematisch ist, da sie nicht sicher 
reproduzierbar ist. Schwierig scheint auch die Festlegung eines Grenzwertes zwischen niedrig- und hoch-
Risiko-Gruppe. Besser erscheint die Reproduzierbarkeit von Computer-gestützten Auswertungen, die 
allerdings noch nicht etabliert sind und nicht für alle Gewebe in Frage kommen (252). 
In unserer Kohorte war der prognostische Wert bei den meisten untersuchten Markern höher als bei 
Ki67, bzw. für Ki67 konnte an unserer kleineren Kohorte keine Korrelation mit dem progressionsfreien 
Überleben gefunden werden. Bedenkt man, dass Ki67 momentan der entscheidende Marker ist, um 
zwischen Luminal A und Luminal B Tumoren zu unterscheiden und somit die Grundlage für die weitere 
Therapie bildet (36), erscheinen unsere Daten höchst bedeutsam. Denn sie implizieren, dass es 
möglicherweise bessere Marker als Ki67 gibt. Die prognostische Aussagekraft von Aurora B und CDK2 
sollte daher unbedingt an einem größeren Kollektiv überprüft werden. Möglicherweise bieten sich diese 
beiden Marker auch in der Klinik zur besseren Abschätzung der Prognose an und können so helfen, z.B. 
eine Entscheidung für oder gegen eine Chemotherapie zu fällen.  
Außerdem sollte überprüft werden, ob nicht auch Mammakarzinomzellen CDK2 für ihre Proliferation 
benötigen. Eine CDK2-Inhibition wäre dann ein eleganter therapeutischer Ansatz.  
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Diese Arbeit bekräftigt, dass Aurora B ein interessantes Ziel der Antikörpertherapie bei 
Krebserkrankungen von Brust und Eierstock darstellt. In vitro und im Tierexperiment konnte die 
Wirksamkeit von Aurora B-Inhibitoren bereits gezeigt werden (226-229). Es bleibt abzuwarten, ob sich 
diese viel versprechenden Ergebnisse auch in klinischen Studien bestätigen lassen werden. 
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5. Zusammenfassung 
Bösartige Tumoren zeigen häufig eine gesteigerte Proliferation und eine gestörte Differenzierung, was 
wesentlich durch Veränderungen in der Kontrolle des Zellzyklus bedingt ist. In dieser Arbeit haben wir 
das Expressionsverhalten der Zellzyklus-regulierenden Moleküle Aurora A, Aurora B, Repp86, CDK1 und 
CDK2 an Mamma- und Ovarialtumoren sowie an benignem Vergleichsgewebe untersucht.  
Um sowohl eine Aussage auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene treffen zu können, wurden 
Immunhistochemie und RT-PCR verwendet. Zusätzlich wurde die Expression des etablierten 
Proliferationsmarkers Ki67 durch Immunhistochemie bestimmt.  
Wie erwartet zeigte die Immunhistochemie eine höhere Expression der untersuchten Proteine in malignen 
Tumoren als in benignem Gewebe (p<0,001 bei Mammatumoren, p=0,003 für Aurora A, p=0,004 für 
Aurora B, p=0,012 für Repp86 und p=0,005 für Ki67 bei Ovarialtumoren). Die RT-PCR ergab keinen 
solchen Zusammenhang. Es fand sich eine enge Korrelation der untersuchten Moleküle untereinander bei 
Mamma- und Ovarialtumoren in der Immunhistochemie und in der RT-PCR. Für alle Proteine zeigte sich 
eine enge Korrelation mit dem Tumorgrading in der Immunhistochemie (p<0,001 bei Mammatumoren; 
p<0,001 für Aurora A, p=0,002 für Aurora B, p=0,001 für Repp86 und p=0,002 für Ki67 bei 
Ovarialtumoren), allerdings nicht in den RT-PCR-Daten. In Mammakarzinomen konnte gezeigt werden, 
dass die Expression von Aurora A (p=0,048) und CDK1 (p=0,049) in nodalpositiven Tumoren auf 
Proteinniveau höher ist als in nodalnegativen Tumoren. Außerdem konnten wir zeigen, dass Aurora A 
(p=0,017) und B (p=0,010), Repp86 (p=0,006), Ki67 (p=0,011) und CDK2 (p=0,010) in 
Hormonrezeptor-negativen Mammakarzinomen stärker exprimiert sind als in positiven. Entsprechend 
fand sich in der Immunhistochemie auch eine unterschiedliche Expression von Aurora A (p=0,007) und B 
(p=0,002), Repp86 (p=0,005), Ki67 (p=0,017) und CDK2 (p=0,003) bei den verschiedenen intrinsischen 
Subtypen des Mammakarzinoms. Wieder ließ sich dieser Zusammenhang nicht durch die RT-PCR 
bestätigen. Mit unseren Daten konnten wir zeigen, dass eine erhöhte Expression von Aurora B (p=0,024) 
und von CDK2 (p=0,002) beim Mammakerzinom in der Immunhistochemie mit einem verkürzten 
Rezidiv-freien Überleben einhergeht. Beim Ovarialkarzinom konnten wir in der Immunhistochemie 
zeigen, dass Aurora A (p=0,032) und B (p=0,037) sowie Repp86 (p=0,048) in Tumoren höherer FIGO-
Stadien höher exprimiert sind. 
Wir folgern, dass für die hier untersuchten Marker die Untersuchung mittels Immunhistochemie 
geeigneter ist als RT-PCR um eine Aussage über das Expressionsverhalten von Tumoren zu machen. Die 
enge Korrelation der Expressionen untereinander und mit Ki67, aber auch mit dem Grading, spricht für 
eine proliferationsabhängige Expression. Möglicherweise eignen sich einzelne der hier untersuchten 
Moleküle um die intrinsischen Subtypen beim Mammakarzinom zu unterscheiden. Insbesondere Aurora B 
und CDK2 haben ein Potential als prognostische Marker beim Mammakarzinom. Diese Arbeit bestätigt 
zudem die Aurorakinasen und insbesondere CDK2 als interessante Ziele einer Antikörpertherapie in der 
Behandlung von Mamma- und Ovarialkarzinomen. 
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